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Este trabajo estudia la enzima extracelular dextransacarasa (EC 2.4.1.5) producida por  
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98, y se focaliza en tres aspectos: el primero: en 
el aumento de la actividad enzimática en el proceso de obtención por fermentación, 
como segunda instancia: un nuevo proceso de purificación de la enzima y una tercera 
parte la caracterización de la dextransacarasa purificada. 
Se establecieron las condiciones óptimas de fermentación para la producción enzimática 
de la dextransacarasa, (pH: 7 sin control, agitación: 150 r.p.m. y 0.5 v.v.m. de aireación) 
se logró un aumento en la actividad enzimática de 2.3 veces (6.9 U/ml) utilizando una 
relación (C/N) de 23,6; con estas condiciones se logró un tiempo de producción de la 
enzima de 4 horas; el cual es uno de los tiempos más cortos reportados. La enzima fue 
purificada utilizando una metodología que combina la inmovilización de la proteína en 
el biopolímero que produce (tipo dextrano) seguida de una etapa de concentración por 
ultrafiltración, utilizando una membrana con un tamaño de poro de 300 KDa y posterior 
hidrólisis del dextrano mediante la acción de una dextranasa y por último, la 
purificación de la enzima por cromatografía de intercambio aniónico. En el proceso de 
purificación se logró un factor de purificación de 118 y un rendimiento del 26% 
respecto al extracto inicial. La dextransacarasa purificada presenta una actividad 
específica de 335,1U/mg; por análisis electroforético se evidenció la ausencia de 
subunidades, y una masa molecular calculada en 170,1 kDa. y un punto isoeléctrico (pI) 
de 4,2. La enzima purificada presentó una Vmax de 27,1 U/ml y un Km de 4,9 mM. Las 
condiciones óptimas de pH, temperatura y concentración de sustrato fueron de 5, 30°C 
y 584 mM de sacarosa respectivamente con una relación de 0.4 U/ mol de sustrato. La 
actividad dextransacarasa fue fuertemente inhibida por los cationes Fe
+3
 (96.5%) y Al
+3
 




 actuaron como activadores en un 36.7% y 
27.2%, respectivamente. Mediante el  análisis por espectrofotometría de masas (MS)se 
encontró un 25% de homología con la proteína dextransacarasa DsrD de la cepa 
Leuconostoc mesenteroides Lcc4, y clasificarla en la familia glucosil- hidrolasas 70 
(GH70). 
 









This paper studies the extracellular enzyme dextransucrase (EC 2.4.1.5) produced by 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98, and focuses on three aspects: first: the 
increase in enzyme activity in the production process by fermentation, as second 
instance: a new method of purification of the enzyme and a third characterization of 
purified dextransucrase.  
Optimal fermentation conditions for the enzymatic production of dextransucrase were 
established (pH: 7 uncontrolled agitation: 150 r.p.m. and 0.5 v.v.m. aeration) achieved 
an increase in the enzymatic activity of 2.3 times (6.9 U / ml) using a ratio (C / N) of 
23.6; these conditions are clocked producing the enzyme in 4 hours; which is one of the 
short times reported. The enzyme was purified using a method which combines the 
immobilisation of the protein produced in the biopolymer (dextran type) followed by a 
concentration step by ultrafiltration, using a membrane with a pore size of 300 KDa and 
subsequent hydrolysis of dextran by action of a dextranase and finally the purification 
of the enzyme by anion exchange chromatography. 118 and a yield of 26% over the 
initial extract: In the process of purification factor was achieved. Purified 
dextransucrase has a specific activity of 335,1U / mg; Electrophoretic analysis by the 
absence of subunits, and a calculated molecular mass in kDa evidenced 170.1. and an 
isoelectric point (pI) of: 4.2. The purified enzyme presented a Vmax of 27.1 U / mL and 
Km:4,9 mM. Optimal conditions of pH, temperature and concentration of substrate 
were 5, 30 ° C and 584 mM sucrose in a ratio respectively of 0.4 U / mole of substrate. 
The dextransucrase activity was strongly inhibited by the Fe
+3
 (96.5%) and Al
+3
 




 acting as activators in 36.7% and 27.2% 
respectively. By analysis by mass spectrometry (MS) was found 25% homology with 
the dextransucrase protein DSRD Leuconostoc mesenteroides strain Lcc4, and classify 
the glucosyl hydrolases family 70. 
 
 

















El presente trabajo tiene como objetivo general el estudio de la enzima dextransacarasa 





i) Optimización de las condiciones de producción de la enzima dextransacarasa 
por fermentación.  
 
ii) Desarrollo de un proceso de purificación de la enzima dextransacarasa 
producida por Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. 
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1. MARCO TEORICO 
 
1.1. Antecedentes 
Producto del trabajo de investigación desarrollado por el grupo de Biopolímeros y 
Biofuncionales de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN) se aislaron 25 
microorganismos productores de biopolímeros provenientes de muestras de caña, 
melaza, miel y suelo, de las cuales una bacteria, catalogada como Leuconostoc 
mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. Presentaba la característica de producir un glucano 
extracelular en un medio cuya única fuente de carbono es la sacarosa. La actividad 
enzimática de transferencia e hidrolítica del sobrenadante confirmó que la enzima 
encargada de la síntesis es una glucosiltransferasa (GTs; EC 2.4.x.y) del tipo 
dextransacarasa (DS; EC 2.4.1.5.) la cual produce un biopolímero de glucosa llamado 
dextran, cuyas aplicaciones son promisorias en la industria alimentaria, química y 
farmacéutica.  
Inicialmente la investigación en la producción del dextrano se realizó a nivel 
laboratorio, estableciéndose tres etapas esenciales en el proceso: (i) fermentación 
(producción de la enzima dextransacarasa), (ii) reacción enzimática (síntesis enzimática 
del biopolímero) y (iii) purificación del dextrano.  
El grupo de Biopolímeros y Biofuncionales de la Universidad Nacional de Colombia 
(IBUN) junto con la empresa farmacéutica privada PROCAPS, realizaron el montaje de 
una planta pilotover figuras: 1-1 y 1-2, ubicada en la ciudad de Bogotá,destinada a la 
obtención del biopolímero con una capacidad de 480 Kg mensuales. En esta escala se 
lograron corroborar y establecer variables de control de proceso y nuevas estrategias 
operativas, encaminadas al aumento de la producción del polímero. 
En la actualidad el grupo desarrolla trabajos de investigación con el biopolímero en los 
campos de aplicación industrial, alimentos funcionales, caracterización molecular del 
dextrano, alternativas de purificación del biopolímero, y determinación de propiedades 
fisiológicas del dextrano; todo esto con miras a disminuir costos, aumentar la 
productividad y el espectro de aplicaciones. 
1.2.Glicosiltransferasas (GTs) (E.C. 2.4.-) 
 
Las glicosiltransferasas o transglicosidasas (GTs; E.C.2.4.x.y) constituye una larga 
familia de enzimas que involucra la biosíntesis de oligosacaridos, polisacáridos y oligo 
conjugados (1)están ampliamente distribuidas en todos los sistemas vivos desde 
bacterias hasta el hombre, por lo que sus funciones pueden considerarse fundamentales 
para la vida(2). Son enzimas que catalizan la síntesis de glico conjugados incluyendo 
glicolípidos, glicoproteínas y polisacáridos por transferencia de una molécula mono u 





Figura 1-1. Área de separación enzimática correspondiente a la planta piloto productora de 
polímero obtenido de L. mesenteroides IBUN 91.2.98. a: Centrifuga continua, b: Tanque 
refrigerado de almacenamiento del sobrenadante producto de la fermentación, el cual contiene 
la enzima dextransacarasa. 
 
 
Figura1-2. Área de fermentación, reacción y purificación del biopolímero correspondiente  a la 
planta piloto productora de polímero obtenido de L. mesenteroides IBUN 91.2.98. a: 
fermentador de 30 litros (inóculo), b: fermentador de 250 litros (producción de la enzima), c: 
tanque de síntesis enzimática del dextrano, d: tanque de precipitación del biopolímero. 
 
Las GTs están vinculadas con la biosíntesis de las paredes celulares y de importantes 







bacterias Gram negativas, polisacáridos capsulares (CPS) o los lipoarabinomanos de 
micobacterias(1). 
Las GTs son clasificadas en 89 familias por su secuencia de aminoácidos junto con el 
tipo de reacción que cataliza, teniendo en cuenta el tipo de producto, sustrato y donador 
que utiliza. Actualmente existen más de 12000 secuencias conocidas de GTs, reportadas 
en una base de datos llamada CAZy (Carbohydrate-Active enZYmes) 
http://www.cazy.org/, en la cual se clasifican estas enzimas en familias estructuralmente 
relacionadas, mediante su reacciones catalíticas y sus dominios funcionales que 
degradan, modifican o crean enlaces glucosídicos. Esta clasificación está basada en los 
trabajos de Campbell (4) la cual incluye todas las GTs que utilizan como sustratos 
donadores azúcar difosfato nucleósido (NDP), el cual es un activador usado en la 
síntesis enzimática de polisacáridos y azúcares, también azúcar monofosfato 
nucleósidos, azúcar fosfato, dolicol fosfo azúcares, azúcar-1-fosfato y lípido difosfo 
azúcar. Esta clasificación también incluye la similitud de las secuencias de aminoácidos 
de GTs provenientes de diversos organismos. 
1.2.1 Glucosiltransferasas (GS) (E.C. 2.4.1.-) 
 
Dentro de las glicosiltransferasas se encuentran las glucosiltransferasas, las cuales 
sintetizan exclusivamente polímeros de α-glucanos. Estos polímeros son observados en 
cuatro diferentes géneros de bacterias acido lácticas: Streptococcus, Leuconostoc, 
Weissella y Lactobacillus(5). La mayoría son enzimas extracelulares presentando un 
tamaño molecular promedio de 160 KDa(6). Según la comisión internacional de 
enzimas (E.C.); las glucosiltransferasas son transferasas (E.C.2.), pertenecientes al 
grupo de las glicosiltransferasas (E.C.2.4) y a las hexosiltransferasas (E.C.2.4.1-). En 
función de los polímeros que ellas producen se dividen en cuatro grupos: 
(i) Dextransacarasas (E.C. 2.4.1.5.) cuyo polímero producido se denomina “dextran”  y 
posee un mínimo de enlaces α(1→6) del 50%, además de estos puede contener en 
menor proporción enlaces   α(1→2), α(1→3) y/o α(1→4). 
(ii) Alternansacarasa (E.C.2.4.1.140), son enzimas que sintetizan el polímero llamado 
“alternan” el cual posee alternadamente enlaces del tipo α(1→6) junto a α(1→3).  
(iii) Mutansacarasas (E.C. 2.4.1.5.) clasificadas con el mismo número de las 
dextransacarasas pero difieren de estas en el polímero producido llamado “Mután” el 
cual consta de enlaces α(1→3) principalmente. 
(iv) Amilosacarasas (E.C. 2.4.1.4.) la cual sintetiza polímeros cuyos enlaces 
mayoritarios son α(1→4) llamados “amilosacáridos”. Estas últimas enzimas son 






1.2.1.1 Dextransacarasas (DS) (E.C. 2.4.1.5.) 
 
Las enzimas dextransacarasas catalizan la transferencia de residuos α-D glucopiranosa 
provenientes de la sacarosa (S) a moléculas aceptoras principalmente azucares 
resultando en la síntesis de glucooligosacáridos (GOS); en ausencia de aceptores, el 
principal producto de la reacción es el dextran,un polímero lineal de glucosa unidas por 
enlaces α(1→6) principalmente y α(1→2), α(1→3) y/o α(1→4) en menor proporción 
[14, 15] junto con la liberación de fructosa (F) como producto residual, siguiendo la 
reacción: Sn → Fn + Dextran (Glucosa)n(7). La estructura química del dextrano obtenido 
muestra una alta dependencia por el tipo de enzima dextransacarasa (DS) producida por 
el microorganismo. 
Con respecto a la clasificación la nomenclatura del Comité de la Unión Internacional de 
Bioquímica y Biología Molecular, las enzimas dextransacarasas son clasificadas 
basadas en la reacción catalizada y el producto específico, como: sacarosa 1,6-α-D-
glucan-6-α-D-glucosiltransferasa, cuyo número de clasificación es: EC 2.4.1.5. 
 
1.3  Microorganismos productores de dextransacarasas (DS) 
 
Las enzimas que sintetizan estos glucanos son producidas por diferentes especies de 
microorganismos, entre estos los más destacados son el Leuconostoc,  Streptococcus, y 
Rhizopus spp. Otras bacterias productoras de dextranasacarasas son Gluconobacter 
oxydans  y Acetobacter viscous, las cuales convierten dextrinas a dextran. La mayoria 
de estas bacterias requieren la presencia de sacarosa en el medio como inductor para la 
producción de la dextransacarasa, a exención de las especies Streptococcus que 
generalmente es constitutiva(8). Se han aislado algunas mutantes de Leuconostoc 
mesenteroides que producen la enzima (DS) de forma constitutiva como son las cepas: 
B-512 FMC, B-742, B-1142, B-1299 y B-1355(8)(9)(3). 
De todos los microorganismos que producen dextransacarasas (DS), el más 
representativo en cuanto a uso industrial e investigativo es la especie Leuconostoc; de 








Tabla 1-1. Numero de reportes de dextransacarsas DS publicados en el Genbank y 






Leuconostoc mesenteroides  35 35 
Leuconostoc citreum  27 27 
Weissella confusa  9 9 
Leuconostoc citreum KM20  6 6 
Leuconostoc gasicomitatum LMG 18811  4 4 
Leuconostoc gelidum JB7  4 4 
Leuconostoc citreum LBAE C11  3 3 
Leuconostoc citreum LBAE C10  3 3 
Leuconostoc mesenteroides subsp. mesenteroides  2 2 
Leuconostoc citreum LBAE E16  2 2 
Weissella cibaria  2 2 
Leuconostoc sp. DORA_2  1 1 
Leuconostoc lactis  1 1 
Oenococcus oeni ATCC BAA-1163  1 1 
Tomado de: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez 
 
 
1.3.1 Dextransacarasas de Leuconostoc mesenteroides 
 
Las enzimas reportadas dextransacarasas (DS) son producidas en la fermentación del 
microorganismo de forma inducida por la presencia de sacarosa en el medio. Hasta la 
actualidad no ha sido reportada una DS constituida por varias subunidades; pero un 
mismo microorganismo puede producir diversas enzimas de varios tamaños; es el caso 
de la cepa Leuconostoc mesenteroides  BRRL B-1299 la cual produce tres tipos de 
dextransacarasa cuyos pesos son: 146, 184 y 240 kDa las tres poseen actividades 
hidrolíticas y de transferencia(9).  
 
1.3.1.1 Mecanismo catalítico. 
 
 
La síntesis de los glucanos ocurre mediante un mecanismo de polimerización 
enzimática de la cadena simple del polímero. La enzima posee dos actividades 
enzimáticas: (i) actividad hidrolítica: la cual se caracteriza por hidrolizar el enlace 
glicosídico de la molécula de sacarosa que actúa como sustrato generando una molécula 
de fructosa libre, la segunda actividad llamada (ii) transferencia, que transfiere los 
diversos grupos glucosil a la molécula aceptora (generalmente glucosa) sintetizándo el 
polímero.  
 
La síntesis de los diferentes productos depende del destino de las unidades glucosídicas, 




Figura 1-3. Reacciones catalizadas por glucansacarasas. I síntesis de glucano por transferencia 
sucesiva de unidades glucosil. II Hidrólisis de la sacarosa transfiriendo un grupo glucosil al 
agua como aceptor. III Síntesis de oligosacarido transfiriendo unidades glucosil a la molécula 
del polímero. IV Reacción reversa por introducción de unidad fructosil. Tomado de: Monchois 
y col, (10). 
 
Se han propuesto tres mecanismos moleculares en la síntesis del glucano: (i) iniciación, 
(ii) elongación y (iii) terminación (11) 
La iniciación comienza con la formación del primer enlace covalente entre el complejo 
glucosa de la sacarosa y la enzima; la sacarosa induce un cambio en la conformación de 
la proteína activando el sitio catalítico. La hidrólisis de la sacarosa confiere la energía 
necesaria para la reacción.  
La elongación, no se ha podido dilucidar completamente, recientes estudios han 
comprobado que la cadena del polímero se sintetiza por la parte no reductora del 
glucano. El mecanismo propuesto es el siguiente: El grupo carboxílico realiza un ataque 
nucleofílico al carbono 1 de la glucosa perteneciente a la sacarosa, direccionando la 
formación de un enlace covalente; el otro grupo ácido facilita la relación de la fructosa 
al donar un protón al átomo de oxigeno involucrado en el enlace glicosídico; esto a su 
vez permite que otro residuo glucosil quede atrapado al grupo hidroxil del carbono 6. La 
elongación del glucano ocurre por la prolongación de este mecanismo, alternándose los 
dos sitios catalíticos (10) figura 1-3. 
La finalización del glucano no se ha dilucidado en su totalidad, al parecer un cambio en 
la conformación de la enzima producto de la introducción final de un grupo fructosil 
hace que se desestabilice el complejo polímero – enzima. 
 
 
1.3.2 Purificación de dextransacarasas 
 
Históricamente se han propuesto y realizado varios procedimientos encaminados a la 
purificación de enzimas Dextransacarasas DS; las cuales involucran la combinación de 
diferentes metodologías y operaciones; en la tabla 1-3, se muestra los procedimientos 
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reportados utilizados para la purificación de este tipo de enzimas. Entre los más 
comunes tenemos la precipitación por sales y solventes 
(12)(13)(14)(15)(16)(17)(18)(19)(20), partición de fases(21)(9)(22)(23)(24), 
fraccionamiento con polietilenglicol(25)(26), cromatografía(27)(28)(29), 
ultrafiltración(30)(31) y procesos combinados como: adición de sacarosa y 
cromatografía (15)(32).  
Tan solo una metodología de purificación enzimática que involucra concentración y 
diálisis del sobrenadante y posterior tratamiento con dextranasa, ha sido reportado por 
Robyt y col (33), en la purificación de la enzima de L. mesenteroides B-512F, con una 




































Tabla 1-2. Recopilación de metodologías de purificación reportadas, utilizadas para enzimas dextransacarasas 










L. mesenteroides ATCC 10830 Partición de fases 95 -- 30 (10) 
L. mesenteroides B-512. Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 100 (5) 
L. mesenteroides NRRL B-1299 Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 0,1 (6) 
L. mesenteroides LM1 Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 2,96 (7) 
L. mesenteroides B-512 Precipitación con etanol C2H5OH -- 50 DSU 700 DSU
b
 (8) 
L mesenteroides NRRL B512F Precipitación con glicerol 50% -- 66DSU/ml 64 (9) 
L mesenteroides NRRL B512F Fraccionamiento con PEG 400 80 1,4 U/ml 8,7 (15) 
L mesenteroides NRRL B-640 Fraccionamiento con PEG 1500 10% (p/v) 3,4 0,58 U/mg 23 (16) 
L mesenteroides ATTC 10803 Partición de fases (PEG 3550-dextran T-500) 95  30 (10) 
L mesenteroides NRRL B 1299 Partición de fases PEG 1500 (15%)-dextran T 70 -- -- 4,3 (11) 
L mesenteroides NRRL B512F Partición de fases PEG 1500 (25%)-dextran T 70 (1,5%) -- -- 2,4 (12) 
L mesenteroides NRRL B512F Partición de fases PEG 1500 (50%)-dextran T 70 -- -- 62,3 (13) 
 L mesenteroides NRRL B512F  Partición de fases PEG 6000 y PEG 400. 84; 46  -- 42,1; 23,8  (14) 
L mesenteroidesIAM 1046 (NH4)2 SO4 (75%), Albumina (5%), cromatografía DEAE cellulose, BioGel P-150 17,5 0,13 U/mg 110 (2) 
L mesenteroides NRRL B512 (NH4)2 SO4 (80%), cromatografía hidroxiapatita 10 -- 3,3 (3) 
L mesenteroides NRRL B512F Sacarosa, cromatografía UltrogelAcA 34 96,4 -- 122 (4) 
 L mesenteroidesB-512FMC Ultrafiltración 100 kDa 91 -- 183 (21) 
L mesenteroides NRRL B512F Precipitación con etanol, cromatografía DEAE cellulose, Sephadex G-100 -- -- 26 (24) 
L. mesenteroides B-512 Ultrafiltración tratamiento con dextranasa. 
c




-- 53 (23) 
L mesenteroides NRRL B512F 
Cromatografía Bio-Gel A–5m, partición de fases dextran – PEG, cromatografía 





L mesenteroides Tratamiento con hidroxiapatita, cromatografía Sephadex G-100. -- -- 72,1 (19) 
L mesenteroidesLcc4 Adición de sacarosa, cromatografía UltragelAcA 34 67 -- 97 (22) 
L. mesenteroides IBUN 91.2.98 
Ultrafiltración 300 KDa, Tratamiento con dextranasa, cromatografía de intercambio 
iónico UNO Sphere. 
26 2,8 335,1 
 
a. U: Ccantidad de enzima necesaria para transferir un (1) micromol de glucosa por minuto a una temperatura y un  pH establecido. 
b. DSU está definida como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 mg de sacarosa a dextran en 1 hora a 30 oC , pH de 5, e incremento en la concentración de fructosa. 
c. Separación de la dextransacarasa y la levansacarasa por cromatografía Bio-Gel A-5m. 
d. La proteína recuperada contiene un 84% libre de carbohidratos 
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2. CAPITULO DOS 
Optimización de las condiciones de producción de la enzima 
dextransacarasa IBUN 91.2.98.por fermentación 
 
2.1  Introducción 
 
La metodología empleada para la producción del polímero tipo dextrano obtenido en el 
IBUN, comprende tres etapas: i) producción de la dextransacarasa, ii) reacción 
enzimática y iii) purificación del polímero (ver figura 2-2). El proceso de obtención de 
la enzima dextransacarasa comprende tres (3) pasos fundamentales: i) activación del 
microorganismo ii) obtención del inóculo y iii) fermentación; La obtención del extracto 
enzimático con actividad dextransacarasa ocurre en la tercera etapa del proceso 
presentando su máxima actividad al final de la fase exponencial, siendo su producción 
directamente proporcional al crecimiento del microorganismo (metabolito primario). 
Tanto el incremento de la biomasa como la actividad enzimática son dependientes de las 
condiciones ambientales (pH, temperatura, oxígeno disuelto, agitación) y la 
composición del medio de cultivo empleado.  
Tanto la activación del microorganismo, la obtención del inóculo y la fermentación se 
realizan utilizando la modificación del medio “sacarosa”, originalmente reportado por 
Tsuchiya y colaboradores en el año de 1952. Este medio junto con sus modificaciones 
ha sido empleado en diversos trabajos para la producción del dextrano y los cambios de 
este son propios de cada cepa de Leuconostoc y el tipo de proceso utilizado.  
Con la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98 se utiliza una modificación del 
medio sacarosa para la producción de la dextransacarasa, presentando dos 
inconvenientes operacionales; el primero: la gran cantidad de extracto de levadura como 
principal fuente de nitrógeno (N) en su composición (20 g/l, relación carbono – 
nitrógeno (C/N): 3.93) le confiere al extracto enzimático con actividad dextransacarasa 
una coloración oscura propia del exceso de este compuesto; como el extracto 
enzimático libre de células se utiliza para la reacción enzimática posterior a la 
fermentación, la presencia de compuestos proteínicos influye negativamente en la 
purificación del polímero (dextrano) lo cual conlleva a incrementar el consumo de 
etanol absoluto en la purificación del dextrano. 
El segundo inconveniente se relaciona con la actividad enzimática dextransacarasa en el 
sobrenadante de la fermentación; si como producto del crecimiento del microorganismo 
se logra una baja actividad dextransacarasa implica utilizar una mayor cantidad del 
sobrenadante de la fermentación en la reacción enzimática para la obtención del 
polímero; al incrementarse el volumen de extracto, se dificulta la purificación del 
dextrano y el rendimiento de su producción desciende. 
El estudio de esta investigación tiene como objetivo determinar las condiciones óptimas 
de pH del medio de cultivo, agitación y la relación (C/N) en la fermentación, para el 
crecimiento del microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98,aumento en 
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la actividad enzimática dextransacarasa en el extracto de la fermentación y disminución 
del contenido de nitrógeno del medio.  
 
2.2  Metodología 
2.2.1  Microorganismo 
 
Producto de un trabajo de investigación desarrollado por el grupo de tecnología de 
enzimas del Instituto de Biotecnología de la Universidad Nacional de Colombia (IBUN) 
se aislaron 25 microorganismos productores de biopolímeros procedentes de muestras 
de caña de azúcar, melaza, miel y suelo, provenientes del departamento de Boyacá 
(Colombia) de las cuales la bacteria más promisoria, presentaba la característica de 
producir glucano extracelular en un medio cuya única fuente de carbono es la sacarosa. 
Esta bacteria fue catalogada como Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. el 
cuál es el microorganismo empleado para este trabajo. 
 
Figura 2-1. Leuconostoc mesenteroidescepa IBUN 91.2.98. A: vista microscópica con tinción 
de Gram; B: crecimiento de colonias en agar sacarosa donde se ha remplazado la fuente de 
carbono con glucosa (15 g/l) y adicionado con colorante rojo congo, las colonias son blancas 
cremosas y presentan ausencia de polímero; C y D: crecimiento en agar sacarosa, se observa la 
producción abundante de polímero tipo dextrano; las imágenes corresponden a un tiempo de 
incubación de 12 horas a una temperatura de 30 
o
C, la siembra del microorganismo se realizó 
por superficie 
 
Es una bacteria acido láctica (BAL), Gram (+) positiva, mesófila, heterofermentativa y 
anaerobia facultativa. Estudios posteriores comprobaron que este microorganismo es 
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catalogado como no patógeno contando con la certificación de seguridad internacional 
GRAS. 
2.2.1.1 Criopreservación y activación de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. 
 
La activación del microorganismo se realizó en 100 ml de medio sacarosa, incubándose 
por un periodo de 12 horas a una temperatura de 30 
o 
C y 180 r.p.m. en agitación orbital; 
la cuantificación de biomasa se efectuó por espectrofotometría a una longitud de onda 
de 600 nm, con una dilución (1:10) utilizando solución salina (0.9% NaCl p/v) como 
diluyente, la biomasa alcanzada luego de este periodo es de 2,07 ± 0,03 g/l biomasa 
seca sobre volumen de medio, correspondiente a una densidad óptica de 0,4; la curva de 
calibración de biomasa se realizó acorde al anexo E. 
La conservación del microorganismo se realizó mediante criopreservación, a;50 ml del 
cultivo anterior se centrifugó a 3077 g por 10 min a 4 °C, obteniendo la biomasa y 
descartándose el sobrenadante; al precipitado se le realizaron dos lavados con solución 
salina estéril al 0.92% (p/v), posteriormente se resuspendió en caldo sacarosa, con 
glicerol al 20% (p/v) y se distribuyó en viales de 1 ml estériles los cuales fueron  
almacenados a -70 °C.  
 
2.2.1.2  Inóculo 
 
El inóculo utilizado para cada una de las fermentaciones, se obtuvo por incubación de 
100 ml de medio sacarosa con 5 ml (5%) de inóculo procedente del final (12 h) de la 
fermentación utilizada para la activación del microorganismo; la incubación se llevó a 
cabo a una temperatura de 30 °C, 150 r.p.m. de agitación orbital por un tiempo de 6 
horas. Se cuantificó la biomasa por espectrofotometría hasta alcanzar su mayor 
concentración, lo cual ocurre al final de la fase exponencial.  
 
2.2.2  Fermentación 
2.2.2.1  Medio de cultivo 
 
Para el crecimiento del microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98 se 
utilizó una modificación del medio sacarosa, reportado por Tsuchiya y col (1)con la 
siguiente composición (g/l):Sacarosa,20;Extracto de Levadura,20; MgSO4.7H2O, 0.04; 
FeSO4.7H2O,0.04;MnSO4.H2O, 0.02; CaCl2.2H2O, 0,14; NaCl, 0.01;H3PO4(85%, ρ: 
1,69 g/ml) 3,37 ml; ajustando el pH a 7,0± 0,02 con una solución concentrada de 
hidróxido de potasio KOH, ver tabla 2-1.  
La esterilización del medio se realiza a una temperatura de 121 
o
C, 15 minutos y 15 psi 
de presión. 
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2.2.2.2  Producción de la enzima dextransacarasa 
 
Para la producción de la enzima dextransacarasa, se establecen tres (3) procesos 
sistemáticos, los cuales son: (i) Activación del microorganismo (preinóculo), (ii) 
Preparación del inóculo y (iii) Fermentación, donde se obtiene la enzima extracelular;  



































Figura 2-2. Esquema del proceso de obtención de dextrano producido por el microorganismo 
Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. A: Cepa criopreservada; B: Activación; C: 
Inóculo; D: Fermentación; 1, 2: Fermentadores; 3: Centrifuga 4: Tanque de almacenamiento 
extracto enzimático; 5, 6: Reactores enzimáticos; 7: Tanque de precipitación de polímero; 8: 
Membrana de filtración; 9: tanque de residuos etanólicos; 10: Tanque de pre mezcla; 11: 
Secador 12: Empaque; línea roja: proceso obtención de dextrano; línea azul: Biomasa; línea 
verde: concentración de polímero. 
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Este último proceso se realizó en un fermentador marca Biolac con un volumen de 2 l, 
ver figura 2-3, empleando medio sacarosa y utilizando el 5% de inóculo; la 
fermentación se llevó a cabo a una temperatura de 30 
o
C, agitación: 150 r.p.m (turbina 
tipo Rushton), aireación: 0,5 v.v.m, pH: 7 sin controlar; la cuantificación de biomasa se 
efectuó por espectrofotometría a una longitud de onda de 600 nm, con una dilución 
(1:10) utilizando solución salina al 0.9% NaCl (p/v) como diluyente; se tomaron 
alícuotas de 5 ml cada 30 min, hasta la fase estacionaria. 
La cuantificación del polímero dextrano, glucosa (G), fructosa (F) y sacarosa (S) se 
realizó mediante cromatografía líquida de alta eficiencia HPLC (ver anexo D); la 
actividad enzimática dextransacarasa se realizó por medio de la relación de azucares 
reductores totales (DNS) y la concentración de glucosa libre (GOD-PAD), la proteína 
total se determinó mediante el método de lowry. 
 
Tabla 2-1. Composición del medio de cultivo sacarosa; este medio es una modificación del 
reportado por Tsuchiya y col; este fue la base del estudio en el presente trabajo con la relación 











H3PO4(85%, ρ: 1,69 g/ml) 3,37 ml 
El pH del medio se ajusta a 7,0 ± 0,02 con una solución concentrada de hidróxido de potasio 
KOH 
 
2.2.3  Modificación del medio de cultivo 
 
2.2.3.1  Determinación de las condiciones óptimas de fermentación (pH constante, 
variable y Agitación) 
 
Para establecer la correlación entre la producción enzimática de la dextransacarasa, su 
actividad y el crecimiento del microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 
91.2.98 con relación al pH en el proceso de fermentación; se estudió la incidencia del 
pH en condiciones de control permanente (pH constante) y sin ella; igualmente se 
monitoreó el efecto de la agitación en estas variables. 
Tanto las condiciones de fermentación como el medio de cultivo empleado (ver tabla 2-
1.) para este ensayo son las referenciadas en los numerales: 2.2.2.1. y 2.2.2.2. 
exceptuando las variables a estudiar (pH y la agitación); los pH evaluados fueron: 7, 6 y 
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5 manteniéndose constante durante el transcurso de la fermentación, utilizando una 
solución concentrada de KOH; la agitación se realizó en tres (3) niveles: 100, 150 y 400 
revoluciones por minuto (r.p.m.). 
Las características y condiciones de los ensayos son mostradas en la tabla 2-2. La 
cuantificación de biomasa se efectuó por espectrofotometría a una longitud de onda de 
600 nm siguiendo lo descrito en el numeral 2.2.2.2.  
 
 
Figura 2-3. Fermentación del microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98, y 
producción de la enzima extracelular dextransacarasa. Las condiciones son: Volumen de 
reacción: 2 litros, aireación 0,5 v.v.m., agitación: 150 r.p.m. pH inicial: 7,0. sin controlar en el 
transcurso de la fermentación; inóculo: 5%. las figuras corresponden a los tiempos de 
fermentación .referidos en la parte inferior 270 min (4.5 h) corresponde a una concentración 
celular de: 2,19 ± 0,09 mg/ml. 
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2.2.3.2  Determinación de la relación optima de carbono - nitrógeno (C/N) en el medio 
de fermentación. 
 
La sacarosa (S) y el extracto de levadura en el medio de fermentación son las 
principales fuentes de carbono (C) y nitrógeno (N) respectivamente, para determinar la 
relación óptima de carbono nitrógeno (C/N) se variaron ambas concentraciones 
partiendo del medio modificado propuesto por Tsuchiya y col; ver tabla 2-1. Las 
condiciones de pH, oxígeno disuelto y agitación son las resultantes del estudio del 
numeral 2.2.3.1. El fermentador y las condiciones del equipo son las mismas descritas 
anteriormente en el numeral 2.2.2.2. En la tabla 2-3 se muestran las características de 
los ensayos propuestos. 
 
Tabla 2-2. Ensayos propuestos referentes a la determinación de las condiciones óptimas de 
fermentación del microorganismo Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. con relación 
al pH y agitación. Los ensayos se realizaron bajo la siguientes condiciones: temperatura: 30 C, 
inóculo: 5%, volumen inicial de fermentación: 2 l, y aireación de 0,5 v.v.m, la composición del 
medio sacarosa utilizado fue una modificación del reportado por Tsuchiya y col, la totalidad de 
los ensayos se realizaron por duplicado. 





1 7 100 
2 7 150 
3 7 400 
4 6 100 
5 6 150 
6 6 400 
7 5 100 
8 5 150 




a pH sin controlar, este valor corresponde al pH inicial de la fermentación. 
bEl equipo posee dos impulsores equidistantes tipo Rushton. 
 
Tabla 2-3. Ensayos propuestos referentes a la relación óptima de carbono - nitrógeno (C/N) en 
el medio de cultivo del microorganismo Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. Los 
ensayos se realizaron bajo la siguientes condiciones: temperatura: 30 C, inóculo: 5%, volumen 
inicial de fermentación: 2 l, cada ensayo se realizó por duplicado. 
Ensayo 









1 20 20 8,42 2,14 3,93 
2 40 20 16,84 2,14 7,87 
3 50 20 21,05 2,14 9,84 
4 60 20 25,26 2,14 11,80 
5 65 20 27,365 2,14 12,79 
6 60 15 25,26 1,605 15,74 
7 60 10 25,26 1,07 23,61 
8 60 5 25,26 0,535 47,21 
a Fuente principal: sacarosa; el contenido de carbono en este sustrato se calculó por estequiometría (42,12% 
de C)b Proveniente del extracto de levadura (10,7% de N2) 
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El análisis estadístico de los resultados se realizó con el software: Statgraphics Plus 
Professional versión: 16.0.03 Se calcularon las medias y las desviaciones estándar (DS) 
de los resultados obtenidos;  se realizó un análisis de varianza (ANOVA). Cuando se 
obtuvieron diferencias significativas entre las medias, éstas se compararon utilizando el 
test de Tukey. 
 
2.3  Resultados y discusión 
 
El medio sacarosa utilizado en la activación del microorganismo Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98., así como en la preparación del inóculo y crecimiento del 
mismo, ha sido modificado y reportado en diversos trabajos desde 1952;este medio fue 
empleado por Kobayashi y colaboradores en 1974 para la producción de isoenzimas de 
Dextransacarasa utilizando la cepa Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 (2), 
Robyty col, con la cepa Leuconostoc mesenteroides B-512 para comprobar mecanismos 
de acción de la enzima dextransacarasa (3), Pierre Monsan lo utilizó en la producción de 
dextran e inmovilización enzimática (4); este medio de cultivo ha sido empleado para el 
estudio de varias cepas de Leuconostoc mesenteroides como: NRRL B-640, NRRL B-
512F, NRRL B-1299 entre otras, igualmente para la producción de dextrano y/o 
enzimas dextransacarasas (5)(6)(7)(8)(9). 
 
Comparando el crecimiento del microorganismo en cada una de las tres etapas 
sistemáticas establecidas para la producción de la enzima (activación, inóculo y 
fermentación) se observa una disminución en los tiempos de la cinética de crecimiento, 
ver figura 2-4. siendo la fase adaptativa la de mayor variación; el tiempo requerido para 
finalizar el periodo de adaptación fue de: 6, 2,5 y 1 h respectivamente, implicando una 
disminución del 60 % en cada etapa sucesiva; cambios similares se apreciaron en la 
concentración celular aumentando en un 26 % (2.29 mg/ml max) y un incremento de 
2.6 veces la velocidad específica de crecimiento (μ); estos valores son presentados en la 
tabla 2-4. Estas variaciones y comportamiento es producto de la normalización de la 
actividad bioquímica del microorganismo disminuida por la exposición a la crio-
preservación(10), generando estrés metabólico (mecánico, térmico y osmótico); cada 
cultivo sucesivo crea condiciones favorables que conlleva a tiempos prolongados de 
adaptación en los cuales se activan mecanismos de reparación relacionados con el 
mantenimiento de la integridad celular hasta alcanzar un equilibrio en su 
regulación(11); procesos como: la descongelación del agua intramolecular, dilución del 
aditivo criopreservante (glicerol), estabilización de las proteínas de membrana, entre 
otros factores requieren tiempos de adaptación más prolongados en el crecimiento 






Tabla 2-4. Parámetros cinéticos de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 
















Activación 6 1,81 0,44 1,5 
Inóculo 2,5 2,09 0,63 1,1 
Fermentación 1 2,29 1,16 0,6 
 
 
2.3.1  Evaluación del pH y agitación. 
 
Con relación al crecimiento del microorganismo manteniendo constante el pH en la 
fermentación se observa en todos los valores evaluados (7, 6 y 5) un aumento en los 
tiempos de las fases de adaptación y crecimiento exponencial comparado con el mismo 
proceso sin control de pH; las máximas concentraciones celulares a pH controlados se 
logran a las 9 horas de fermentación a pH controlado 7 y 6, mientras que a pH 5 se 
requiere 10,5 horas. Comparando estos tres procesos con la fermentación a pH 7, sin 
control, la máxima biomasa se obtiene a las 6 horas del cultivo; manteniendo siempre 
las mismas condiciones ambientales y composición del medio; ver figura 2-5. 
 
Comparando los ensayos evaluados a pH constantes, las fermentaciones a pH: 7, 
contraladas, mostraron la mayor concentración celular (1,7 mg/ml), la máxima actividad 
dextransacarasa (2,6 U/ml), junto con un aumento de la velocidad específica de 
crecimiento (µ) 0,23 h
-1
 y un menor tiempo de generación (td) 3 h. estos resultados se 
aprecian en la figura 2-6. La máxima actividad dextransacarasa a pH 7 controlado se 
debe a la mayor estabilidad de la dextransacarasa a pH cercanos a la neutralidad; lo que 
coincide con lo reportado por Lazic el cual obtuvo una mayor actividad a pH 6.7 
controlado con Leuconostoc mesenteroides cepa ZDRAVLJE SR-P(13); otro factor que 
incrementa la producción de la dextransacarasa en la fermentación a pH 7 está 
relacionado con el hecho de que la fuerza motriz de protones, que regula la producción 
de la enzima extracelular por Leuconostoc mesenteroides, es relativamente constante en 








Figura 2-4.Cinetica de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.92, en los procesos de: activación, inóculo y fermentación. −−: activación, 
(±DS): 0,048; −◇−: obtención de inóculo, (±DS): 0,063; −○−: fermentación, (±DS): 0,055;  finalización e inicio de fermentación y momento de inoculación; 
los periodos de activación e inóculo se realizaron en matraces de 100 ml, la fermentación se efectuó en un fermentador de 2000 ml, en todos los periodos 









Figura 2-4.Cinetica de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.92, en los procesos de: activación, inóculo y fermentación. −−: activación, 
(±DS): 0,048; −◇−: obtención de inóculo, (±DS): 0,063; −○−: fermentación, (±DS): 0,055;  finalización e inicio de fermentación y momento de 
inoculación; los periodos de activación e inóculo se realizaron en matraces de 100 ml, la fermentación se efectuó en un fermentador de 2000 ml, en todos los 





En todos los ensayos se evidenció un aumento importante en la viscosidad del medio 
producto de la formación de polímero; esta característica se presentó en un menor 
tiempo de fermentación a pH 5, lo cual ocurrió al final de la fase de adaptación (3 h), 
mientras que a pH 6 y 7 los tiempos en que se presentó este fenómeno fueron a las 6,5 y 
9 horas respectivamente. Este comportamiento se encuentra asociado al valor de pH 
óptimo de la enzima dextransacarasa (pH: 5,5) permitiendo condiciones favorables para 
la reacción enzimática, sintetizándose dextrano, lo cual se caracteriza por el aumento de 


























Figura 2-5. Cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. 
manteniendo constante el pH 7, 5 y 6, comparado con una fermentación sin control de pH. Las 
condiciones de los ensayos fueron: Temperatura: 30 C, aireación: 0,5 v.v.m, volumen: 2 l y 
agitación: 150 r.p.m. −◇−: pH: 7 controlado, (±DS): 0,03;−−: pH: 5 controlado, (±DS): 0,06; 
−○−: pH: 6 controlado, (±DS): 0,09; −□−: pH: 7 inicial sin controlar, (±DS): 0,03. Los valores 
































Figura 2-6. Cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. con 
control de pH 7 en la fermentación, variando la agitación en 100, 150 y 400 r.p.m. −◇−: pH: 7,  
agitación: 150 r.p.m., (±DS): 0,031;−−: pH: 7,  agitación: 400 r.p.m., (±DS): 0,041; −○−: pH: 
7, agitación: 100 r.p.m., (±DS): 0,072; El control del pH durante todo el proceso de 
fermentación se realizó por adición de hidróxido de potasio KOH 2N en forma controlada. Los 
valores expresados (±DS) son el resultado de dos experimentos independientes n=2. 
 
 
El crecimiento del microorganismo se ve afectado como consecuencia de dos 
características fundamentales: primero: a pH cercanos a 5,5 la actividad dextransacarasa 
se incrementa, aumentando la velocidad de consumo de sustrato (sacarosa) y a su vez 
disminuyendo la concentración del azúcar en el medio, afectando la disponibilidad y el 
consumo metabólico de la sacarosa como fuente de carbono por el microorganismo; en 
una segunda instancia, el cambio reológico del medio al incrementar su viscosidad, 
producto de la concentración de polímero tanto libre como asociado a la pared celular 
formando agregados estables (16) dificultan la difusión de oxígeno y nutrientes hacia el 
interior de la célula, dichos procesos se traducen en una disminución de la 
concentración celular en la fermentación (17). Este fenómeno ha sido reportado en 
varios estudios con microorganismos productores de exopolisacáridos; como es el caso 
de Aurobasidium pullulans el cual la concentración de células disminuyó al incrementar 
































caso reportado fue el crecimiento de Leuconostoc mesenteroides B512F en el cual el 
contenido celular disminuyó luego de la hora 18 de fermentación, cuando aumentó la 
viscosidad producto de la acumulación de dextrano (17). 
 
Los mejores resultados en cuanto a concentración celular, actividad enzimática, 
velocidad específica de crecimiento (µ) y tiempo de generación (td), se obtuvieron a una 
agitación de 150 r.p.m. manteniendo el pH constante a 7; mientras que a este mismo 
valor de pH pero a 400 r.p.m. la biomasa disminuyó en un 38,2% y la actividad 
dextransacarasa en un 69,2% en relación con la agitación de 150 r.p.m.; estos resultados 
son mostrados en la figura 2-6. y en la tabla 2-5.;esta misma tendencia debido a la 
agitación, se observa a pH 6 y 5, ver figuras 2-7. y 2-8. 
 
Figura 2-7. Cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. con 
control de pH 6 en la fermentación, variando la agitación en 100, 150 y 400 r.p.m. −◇−: pH: 6,  
agitación: 150 r.p.m., (±DS): 0,099;−−: pH: 6,  agitación: 400 r.p.m., (±DS): 0,054; −○−: pH: 
6,  agitación: 100 r.p.m., (±DS): 0,08; El control del pH durante todo el proceso de fermentación 
se realizó por adición de hidróxido de potasio KOH 2N en forma controlada.Los valores 
expresados (±DS) son el resultado de dos experimentos independientes n=2. 
 
Es plenamente demostrado que la difusión molecular del oxigeno y la disponibilidad de 
nutrientes es mayor al aumentar la agitación en una fermentación, la reducción de la 































r.p.m. en la agitación, sugiere una afectación mecánica de la integridad celular a estas 
velocidades; este fenómeno es apreciable en el crecimiento del Leuconostoc 
mesenteroides en el cual a 400 r.p.m. disminuye la eficiencia en la conversión de la 
sacarosa por parte del microorganismo (13) 
 
 
Figura 2-8.. Cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. con 
control de pH 5 en la fermentación, variando la agitación en 100, 150 y 400 r.p.m. −◇−: pH: 5,  
agitación: 150 r.p.m., (±DS): 0,069;−−: pH: 5, agitación: 400 r.p.m., (±DS): 0,044; −○−: pH: 
5, agitación: 100 r.p.m., (±DS): 0,037; El control del pH durante todo el proceso de 
fermentación se realizó por adición de hidróxido de potasio KOH 2N en forma controlada. Los 
valores expresados (±DS) son el resultado de dos experimentos independientes n=2. 
 
 
Las mejores condiciones de fermentación halladas a pH controlado fueron: pH 7, 150 
r.p.m. y 0.5 v.v.m. de aireación, lo cual es mostrado en la figura 3.6. De todos los 
ensayos evaluados en esta investigación las mejores condiciones para la producción de 
la enzima dextransacarasa se obtuvieron a pH: 7 sin controlar y a 150 r.p.m. En estas 
condiciones se logra una concentración celular de: 1,8 mg/ml, la actividad 
dextransacarasa de: 2,9 U/ml y un tiempo de producción enzimática de 6 horas (0.53 
U/ml*h
-1































Tabla 2-5. Resultados de ensayos propuestos para la determinación de las condiciones óptimas 
de fermentación: pH constante y variable, agitación y relación optima de (C/N) en la 



























pH: 7 -100 rpm 3,93 1,63 ± 0,07 2,51 0,25 2,77 0,24 
pH: 7 -150 rpm 3,93 1,70 ± 0,03 2,62 0,23 3,01 0,29 
pH: 7 -400 rpm 3,93 1,05 ± 0,04 0,8 0,11 6,30 0,08 
pH: 6 -100 rpm 3,93 1,39 ± 0,08 1,12 0,06 11 0,10 
pH: 6 -150 rpm 3,93 1,43 ± 0,09 2,13 0,17 3,96 0,24 
pH: 6 -400 rpm 3,93 0,71 ± 0,05 0,25 0,05 11,7 0,03 
pH: 5 -100 rpm 3,93 0,76 ± 0,03 1,18 0,09 7,53 0,13 
pH: 5 -150 rpm 3,93 1,29 ± 0,06 0,85 0,14 4,65 0,08 
pH: 5 -400 rpm 3,93 0,59 ± 0,04 0,96 0,02 28,8 0,10 
pH: 7 s.c. -150 rpm 3,93 1,80 ± 0,03 2,9 0,62 1,12 0,53 
pH: 7 s.c. -150 rpm 7,87 2,03 ± 0,03 4,3 0,70 0,99 0,71 
pH: 7 s.c. -150 rpm 9,84 2,17 ± 0,03 5,1 0,73 0.95 0,85 
pH: 7 s.c. -150 rpm 11,80 2,22 ± 0,08 5,8 0,75 0,92 1,16 
pH: 7 s.c. -150 rpm 12,79 1,69 ± 0,06 2,5 0,54 1,28 0,41 
pH: 7 s.c. -150 rpm 15,74 2,29 ± 0,07 6,13 0,89 0,78 1,22 
pH: 7 s.c. -150 rpm 23,61 2,19 ± 0,08 6,9 1,16 0,60 1,72 
pH: 7 s.c. -150 rpm 47,21 1,25 ± 0,03 2,32 0,52 1,33 0,51 
a
 Expresada como biomasa seca por volumen de medio, el valor pertenece a la máxima concentración 
celular alcanzada en la fermentación correspondiente al final de la fase exponencial. 
b
Valor máximo de actividad enzimática detectada durante la fermentación. 
c
 Relación entre el valor máximo de actividad enzimática en el transcurso del crecimiento y el tiempo de 
detección en la fermentación. 
s.c 
pH sin controlar en la fermentación  
 
2.3.2   Evaluación relación carbono-nitrógeno (C/N) 
 
En la figura 3.10 se aprecia el crecimiento del microorganismo a diferentes relaciones 
de carbono-nitrógeno (C/N) en el medio de cultivo. La composición inicial del medio de 
fermentación utilizado, ver tabla 2-1. posee una relación (C/N) de 3,93; en este medio se 
logró obtener la mayor actividad dextransacarasa (2,9 U/ml) en un tiempo de 6 h, al 
final de la fase exponencial junto con una concentración celular de: 1,8 mg/ml; las 
condiciones de crecimiento fueron: pH inicial de 7 sin control en el transcurso de la 
fermentación, una agitación de: 150 r.p.m.; aireación: 0,5 v.v.m., temperatura: 30 
o
C 
utilizando el 5% de inóculo.  
El aumento en la concentración de sacarosa como fuente primaria de carbono, 
manteniendo el nitrógeno (N) constante (20 g/l) incrementó la concentración celular en 
una taza de 0,01 mg/ml de biomasa por gramo de sacarosa; la máxima concentración 
celular y actividad enzimática, se obtiene a una concentración de sacarosa de 60 g/l  
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Figura 2-9. Características cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 
91.2.98. a pH 7, 6 y 5 controlado, 100, 150 y 400 r.p.m. de agitación. A: Actividad enzimática 
dextransacarasa (U/ml) en el sobrenadante de la fermentación al final de la fase exponencial. B: 
Relación entre máxima actividad dextransacarasa y su tiempo de producción en la fermentación 
(U/ml*h
-1
). C: Tiempo de generación (h) y velocidad específica de crecimiento µ (h
-1
). pH sin 






(relación C/N de 11,8). A una concentración de 65 g/l de sacarosa (relación C/N de 
12,79) se presenta un efecto inhibitorio por exceso de sustrato, con una biomasa 
máxima de 1,69 mg/ml, lo que implica una disminución del 23 % de la concentración 
celular con relación al medio conteniendo 60 g/l de sacarosa; esta fermentación también 
presenta un incremento en la viscosidad del medio al final de la fase exponencial junto 
con un disminución en la actividad dextransacarasa del 56 % (2,5 U/ml). Ver figuras 2-
10. y 2-11. 
Estos resultados son coincidentes con los hallados teóricamente utilizando la ecuación 
de Monod, con la cual a una relación (C/N) de 12,5 se logra la máxima velocidad de 
crecimiento (µmáx) de: 0,75 h
-1
 y una constante de saturación (Ks) de: 1,22.Ver figura 
2-12.  
Con estos resultados se logró hallar la máxima concentración de sacarosa en el medio 
(60 g/l) correspondiente a una relación de (C/N) de 11,8 sin que se presente inhibición 
por sustrato. Manteniendo la concentración de sacarosa constante se redujo la cantidad 
de extracto de levadura (fuente principal de nitrógeno N) logrando valores más altos de 
la relación (C/N), ver tabla 2-5.  Los resultados de estos ensayos se muestran en la 
figura 2-11. La mejor actividad dextransacarasa (6,9 U/ml) junto a la mayor velocidad 
específica de crecimiento (µ) (1,16 h
-1
) y el menor tiempo de generación (td) 0,6 h, se 
consiguió con una relación (C/N) de 23,61, equivalente a 60 g/l de sacarosa y 10 g/l de 
extracto de levadura, obteniendo una máxima actividad dextransacarasa en un tiempo de 
4 horas; el cual es uno de los tiempos más cortos reportados para la producción de esta 
enzima. Purama y col, en el 2008 evaluó la influencia de la sacarosa junto al extracto de 
levadura en la actividad dextransacarasa del Leuconostoc mesenteroides NRRL B-640 
llegando a una relación C/N de: 15,7 lo que corresponde a 40 g/l de sacarosa y 10 g/l de 
extracto de levadura; con ello la máxima actividad específica obtenida fue de 0,41 U/mg 
en un tiempo de 12 horas(19). Con una relación C/N de:3,93 Dols y col obtuvieron una 
actividad dextransacarasa de: 5 U/ml a las 6 horas de fermentación; creciendo la cepa 
Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F(20) 
2.3.2.1  Producción de la dextransacarasa 
 
Con base en los resultados anteriores se definieron las condiciones de fermentación, 
optimas junto con la composición del medio para el crecimiento del microorganismo 
Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. y la producción de la enzima 
dextransacarasa. El crecimiento del microorganismo se realizó en un fermentador marca 
biolac con un volumen de 2 l, a una temperatura de 30 
o
C, agitación: 150 r.p.m., 
aireación 0,5 v.v.m., pH: 7 inicial sin controlar, 5 % de inóculo; el medio utilizado tiene 
la siguiente composición: (g/l) Sacarosa, 60; Extracto de Levadura, 10; CaCl2.2H2O, 
0.14; MgSO4.7H2O, 0.04; FeSO4.7H2O, 0.04; MnSO4.H2O, 0.02; NaCl, 0.01; H3PO4 
(85%, ρ: 1,69 g/ml), 3.37 ml; Ajustando el pH a 7.0 ± 0,02 con una solución 



























Figura 2-10. Características cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 
91.2.98. a diferentes relaciones carbono-nitrógeno (C/N) A: Actividad enzimática 
dextransacarasa (U/ml) en el sobrenadante de la fermentación al final de la fase exponencial. B: 
Relación entre máxima actividad dextransacarasa y su tiempo de producción en la fermentación 
(U/ml*h-1). C: Tiempo de generación td (h) y velocidad específica de crecimiento µ (h-1). pH sin 






Tabla 2-6. Composición del medio de cultivo sacarosa modificado con la relación (C/N) de: 











H3PO4 (85%, ρ: 1,69 g/ml) 3,37 ml 
El pH del medio se ajusta a 7,0 ± 0,02 con una solución concentrada de hidróxido de potasio 
KOH  
 
Con la nueva relación C/N del medio de cultivo empleado y las condiciones de pH y 
agitación de fermentación halladas se logró obtener un extracto enzimático con 
actividad máxima dextransacarasa de 6,9 U/ml a la hora 4,5 del cultivo, coincidiendo 
con la finalización de la fase exponencial y una biomasa máxima de 2,19 mg/ml figura 
3.9. Con una productividad enzimática de 1533 U/l h
-1
, esta actividad es una de las más 
altas conseguidas junto al menor tiempo de producción; reportes de algunas actividades 
dextransacarasa logradas en la fermentación son: L mesenteroides cepa NRRL B-512F 
(21), L mesenteroides B512 FMC (22), L. mesenteroides NRRL B-1299 (23) y la 
alternansacarosa de L. citreum NRRL B-1355 (24) que son: 5,85 U/ml, 6,33 U/ml, 0,58 
U/ml y 0,66 U/ml respectivamente. La velocidad específica máxima de crecimiento 
(μmax) fue de 1,16 h
-1
 con un tiempo de duplicación de 0,6 h (36 min); un consumo 
máximo del sustrato en la fermentación del 97,8 % y una producción de dextrano de 
17,7 g/l (Yp/s: 0,304) ver tabla 2-7. 
 
Con la modificación del medio de cultivo propuesto por Tsuchiya y col en cuanto a 
parámetros ambientales de pH y agitación, como a la relación optima de carbono (C) y 
nitrógeno (N) empleado, en el crecimiento del microorganismo Leuconostoc 
mesenteroides cepa IBUN 91.2.98, se logró obtener un extracto enzimático con 
actividad dextransacarasa DS, esta aumenta progresivamente en el transcurso de la 
fermentación alcanzando un valor máximo de 6,9 U/ml a la hora 4,5 del cultivo 
coincidiendo con la finalización de la fase exponencial ver figura 2-13. el 86 % de la 
actividad enzimática se encuentra vinculada al crecimiento celular toda vez que la 
enzima es un metabolito primario (25)(20)(26) y su producción es proporcional al 
crecimiento microbiano, ver figuras 2-14 y 2-15.; Con una relación de C/N de 23,61 la 
biomasa máxima alcanzada fue de 2,32 g/l, 1,2 veces mayor a la obtenida con una 
relación C/N de 3,93; igualmente la actividad dextransacarasa aumentó en 2,3 veces su 


























Figura 2-11. Cinéticas de crecimiento de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. a 
diferentes relaciones de carbono–nitrógeno (C/N) en el medio de fermentación. Figura A: −−: 
relación (C/N): 11,80 (±DS): 0,08 ; −◇−: relación (C/N): 47,21 (±DS): 0,03;−−: relación 
(C/N): 15,74 (±DS): 0,07 ; −○−:relación (C/N): 23,61 (±DS): 0,08; Figura B: −□−: relación 
(C/N): 11,80 (±DS): 0,08 ; −◇−: relación (C/N): 3,93 (±DS): 0,03;−−: relación (C/N): 9,84 
(±DS): 0,03 ; −○−:relación (C/N): 7,87 (±DS): 0,03; −+−: relación (C/N): 12,79 (±DS): 0,06. 
Las condiciones de los ensayos fueron: Temperatura: 30 
o
C; Agitación: 150 rpm; pH: 7 inicial 
sin controlar y Aireación: 0,5 vvm. Los valores expresados (±DS) son el resultado de dos 






Figura 2-12. Efecto de la relación carbono - nitrógeno (C/N) sobre la velocidad especifica de 
crecimiento μ de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98. Con base en la ecuación de 
Monod: µ = (µmáxS)/(Ks + S) la velocidad específica de crecimiento máxima teórica (µmáx) es 
de: 0,75 h
-1
















Figura 2-13. Consumo de sustrato y producción de polimero durante la fermentaciónde la 
cepaLeuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. −◇−: glucosa (mg/ml), (±DS): 0,04; −−: 
sacarosa (mg/ml), (±DS): 0,74; −□−: Fructosa (mg/ml), (±DS): 0,08; −○−: biomasa (mg/ml) 
peso seco, (±DS): 0,06; −＊−: dextran (mg/ml), (±DS): 0,01. Los ensayos fueron efectuados en 
un fermentador de 2 l, con las siguientes condiciones: volumen de inóculo: 5% (v/v), aireación: 
0.5 v.v.m., agitación: 150 r.p.m., temperatura: 30°C y pH 7,0 sin controlar. Los valores 









Tabla 2-7.Productos y parámetros de rendimiento de la fermentación de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. en medio sacarosa. La fermentación se 
realizó bajo las siguientes condiciones: volumen de reacción: 2 litros, temperatura: 30 
o
C, aireación: 0,5 v.v.m., agitación: 150 r.p.m.,inóculo: 5%, pH 
inicial:7,0. sin controlar en el transcurso de la fermentación, relación (C/N): 23,61. 
Yx/s: Coeficiente de rendimiento de sustrato (sacarosa) 
Yp/s: Coeficiente de rendimiento de producto (dextran) 
ND: No determinado 
Tiempo 
(h) 











0 0,35 0,39 60,40 0,1 0,170 2,03 0 7,02     
0,5 0,45 0,29 60,17 0,9 0,206 2,23 0,23 6,95 0,95  9,814 0,015 
1 0,73 0,29 53,53 2,85 0,259 2,17 6,87 6,86 1,26 1260,7 0,333 0,048 
1,5 2,09 1,27 45,70 3,6 0,370 2,51 14,70 6,73 2,03 1351,1 0,156 0,061 
2 4,62 5,05 34,20 6,1 0,510 2,32 26,20 6,51 ND ND 0,087 0,104 
2,5 5,05 3,94 28,40 8,78 0,849 2,14 32,00 6,21 3,71 1484,0 0,072 0,149 
3 4,86 1,82 19,53 12,6 1,401 2,09 40,87 6,02 4,65 1551,3 0,056 0,214 
3,5 3,00 0,63 10,60 15,13 2,015 2,00 49,80 5,80 5,30 1514,3 0,046 0,257 
4 0,78 0,46 4,19 17,7 2,196 2,43 56,21 5,67 6,57 1641,7 0,041 0,301 
4,5 0,44 0,36 2,77 17,9 2,290 2,75 57,63 5,51 6,90 1533,3 0,040 0,304 
































































Figura 2-14. Variación de la actividad dextransacarasa en la fermentación de Leuconostoc 
























Figura 2-15. Relación productividad enzimática & crecimiento celular en la fermentación de 






























































2.4  Conclusiones 
 
La disminución en el contenido de nitrógeno (N) y el aumento en la fuente de carbono 
(C) junto con las condiciones ambientales (pH, agitación) evaluadas; se logró un 
aumento de 2,3 veces (6,9 U/ml) la actividad de la dextransacarasa, junto con el 
incremento en la concentración celular; igualmente se consiguió una reducción del 18% 
(1 h) en el tiempo de producción de la enzima en la fermentación del microorganismo 
Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98; en estas condiciones el tiempo de 























Bibliografía capitulo dos 
 
1.  Tsuchiya HM, Koepsell HJ, Corman J, Bryant G, Bogard MO, Feger VH, et al. The 
effect of certain cultural factors on the production of dextransucrases by Leuconostoc 
mesenteroides. J Bacteriol. 1952;64:521–6.  
2.  Kobayashi M & Matsuda K. The dextarnsucrase isozymes of Leuconostoc 
mesenteroides NRRL B-1299. Biochim Biophys Acta. 1974;370:441–9.  
3.  Robyt JF & Taniguchi H. The mechanism of dextransucrase action. Biosynthesis of 
branch linkages by acceptor reactins with dextran. Arch Biochem Biophys. 
1976;174:129–35.  
4.  Monsan P & Lopez A. On the production of dextran by free and immobilized 
dextransucrase. Biotechnol Bioeng. 1981;23:2027–2037.  
5.  Goyal A & Katiyar SS. Fractionation of Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F 
dextran sucrase by polyethylene glycol: a simple and effective method of purifi cation. 
J Microbiol Methods. 1994;20:225–31.  
6.  Dols M, Remaud-Simeon M, Willemot RM, Vignon M, Monsan P. Characterization of 
the Different Dextransucrase Activities Excreted in Glucose, Fructose, or Sucrose 
Medium by Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299. Appl Environ Microbiol. 1998 
Apr;64(4):1298–302.  
7.  Purama RK, Goyal A. Identification, effective purification and functional 
characterization of dextransucrase from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-640. 
Bioresour Technol. 2008 Jun;99(9):3635–42.  
8.  Quirasco M, López-Munguía A, Remaud-Simeon M, Monsan P, Farrés A. Induction 
and transcription studies of the dextransucrase gene in Leuconostoc mesenteroides 
NRRL B-512F. Appl Environ Microbiol. 1999 Dec;65(12):5504–9.  
9.  Cortezi M, Monti R, Contiero J. Temperature effect on dextransucrase production by 
Leuconostoc mesenteroides FT 045 B isolated from Alcohol and Sugar Mill Plant. 
2005;4(March):279–85.  
10.  Mukamolova G V., Kaprelyants AS, Kell DB, Young M. Adoption of the transiently 
non-culturable state a bacterial survival strategy? Adv Microb Physiol. 2003;47:65–
129.  
11.  Champagne CP, Gardner N, Brochu E, Beaulieu Y. The Freeze-Drying of Lactic Acid 
Bacteria. A Review. Can Inst Food Sci Technol J. 1991 Jul;24(3-4):118–28.  
12.  Farrant J. Water transport and cell survival in cryobiological procedures. Philos Trans 
R Soc L B Biol Sci. 1977;Mar 29(278(959)):191–205.  
54 
13.  Lazić ML, Veljković VB, Vučetić JI, Vrvić MM. Effect of pH and aeration on dextran 
production by Leuconostoc mesenteroides. Enzyme Microb Technol. 1993 
Apr;15(4):334–8.  
14.  Otts DR, Day DF. The effect of ionophores on the production of extracellular 
dextransucrase by Leuconostoc mesenteroides. FEMS Microbiol Lett. 
1987;42(2):179–83.  
15.  Otts DR, Day DF. Dextransucrase secretion in Leuconostoc mesenteroides depends on 
the presence of a transmembrane proton gradient. J Bacteriol. 1988 
Nov;170(11):5006–11.  
16.  Brooker B. Electron microscopy of the dextrans produced by lactic acid bacteria. Spec 
ications Soc Gen Microbiol. 1979;3:85–115.  
17.  Landon RS, Law RCS, Webb C. Fermentation broth rheology during dextran 
production by Leuconostoc mesenteroides B512 ( F ) as a possible tool for control. 
Appl Microbiol Biotechnol. 1993;40:251–7.  
18.  LeDuy A, Marsan A, Coupal B. A study of the rheological properties of a non-
Newtonian Fermentation broth. Biotechnol Bioeng. 1974;16(1):61–76.  
19.  Purama RK, Goyal A. Application of response surface methodology for maximizing 
dextransucrase production from Leuconostoc mesenteroides NRRL B-640 in a 
bioreactor. Appl Biochem Biotechnol. 2008 Dec;151(2-3):182–92.  
20.  Dols M, Chraibi W, Remaud-Simeon M, Lindley ND, Monsan PF. Growth and 
energetics of Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 during metabolism of various 
sugars and their consequences for dextransucrase production. Appl Environ Microbiol. 
1997 Jun;63(6):2159–65.  
21.  Fabre E, Bozonnet S, Arcache A, Vignon M, Monsan P, Remaud-simeon M. Role of 
the Two Catalytic Domains of DSR-E Dextransucrase and Their Involvement in the 
Formation of Highly ␣ -1 , 2 Branched Dextran. 2005;187(1):296–303.  
22.  Parlak M, Ustek D, Tanriseven A. Designing of a novel dextransucrase efficient in 
acceptor reactions. Carbohydr Res. Elsevier Ltd; 2014 Jan 14;386C:41–7.  
23.  Moulis C, Joucla G, Harrison D, Fabre E, Potocki-Veronese G, Monsan P, et al. 
Understanding the polymerization mechanism of glycoside-hydrolase family 70 
glucansucrases. J Biol Chem. 2006 Oct 20;281(42):31254–67.  
24.  Joucla G, Pizzut S, Monsan P, Remaud-Simeon M. Construction of a fully active 
truncated alternansucrase partially deleted of its carboxy-terminal domain. FEBS Lett. 
2006 Feb 6;580(3):763–8.  
25.  Barker PE, Ajongwen NJ. The production of the enzyme dextransucrase using 
nonaerated fermentation techniques. Biotechnol Bioeng. 1991;37:703–7.  
55 
26.  Lawford GR, Kligerman A, Williams T, Lawford HG. Dextran biosynthesis and 
dextransucrase production by continuous culture of Leuconostoc mesenteroides. 
Biotechnol Bioeng. 1979;21:1121–31.  
 
56 
3. CAPITULO TRES 
Purificación de la Dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 
91.2.98 
 
3.1  Introducción 
 
Las enzimas dextransacarasas son producidas principalmente por cuatro géneros de 
bacterias ácido lácticas (LAB) Leuconostoc, Streptococus, Weissella y 
Lactobacillus.(1). Todas las Dextransacarasas difieren entre si en su estructura 
molecular y propiedades físico-químicas, las cuales están directamente relacionadas con 
el tipo de microorganismo que las produce. La dependencia de la fuente y de las 
condiciones de producción de la enzima es tal, que igualmente influye en la clase y tipo 
de producto obtenido en la reacción enzimática (dextrano). En los últimos años el 
estudio de este tipo de enzimas ha adquirido relevancia biotecnológica debido a su 
utilización en la producción de polímeros de diversos pesos moleculares y la aplicación 
de estos en la industria farmacéutica, química y de alimentos. 
Para su caracterización se han utilizado diferentes técnicas de purificación, basadas y 
relacionadas con factores intrínsecos de la proteína, la variedad de enzimas y el tipo de 
microorganismo productor. 
Uno de los grandes problemas de purificación de este tipo de enzimas, radica en la 
formación de agregados poliméricos relacionados con el complejo: enzima-dextrano 
obtenido en la fermentación y las altas viscosidades alcanzadas(2)(3).Esta problemática 
se acentúa toda vez que la actividad dextransacarasa es dependiente de la concentración 
de polímero presente en la solución(4). 
Entre los métodos más comunes se encuentra la precipitación por solventes orgánicos la 
partición de fases, cromatografía de exclusión e intercambio iónico, Ultrafiltración y/o 
procesos combinados;  todas ellas implican un reto tecnológico y experimental al 
realizar los pasos sistemáticos de purificación manteniendo la integridad y/o su 
actividad; tan solo una metodología de purificación enzimática que involucra 
concentración y diálisis del sobrenadante y posterior tratamiento con dextranasa, ha sido 
reportado por Robyt y col (5), en la purificación de la enzima proveniente de L. 
mesenteroides B-512F. 
La cepa nativa colombiana, Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. produce una 
enzima extracelular con actividad dextransacarasa, la cual presenta una alta actividad 
enzimática convirtiéndola en un buen potencial para la producción de dextrano. Las 
diferencias de esta dextransacarasa provienen desde su obtención, pues el tiempo de 
producción es uno de los más bajos reportados (4,5 h) en presencia de sacarosa como 
inductor. El objetivo de esta parte de la investigación se refiere a la purificación de esta 
enzima utilizando tres procesos fundaméntales: i) ultrafiltración, ii) tratamiento con 
dextranasa y iii) cromatografía de intercambio aniónico. La formación del complejo 
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enzima–dextranoen la fermentación hizo posible la retención del enzima en el proceso 
de ultrafiltración con un tamaño de poro, mayor al peso molecular de la 
dextransacarasa;  el tratamiento con dextranasa permitió el estudio de la incidencia del 
polímero en la actividad del enzima. 
Mediante esta metodología se espera producir información relevante destinada a la 
caracterización enzimática como en la toma de decisiones referentes al cambio o la 
reestructuración de algunas etapas productivas tendientes al incremento de la eficiencia 
en la producción del dextrano. 
 
3.2  Metodología 
 
3.2.1 Obtención del extracto enzimático 
 
El extracto enzimático se obtuvo a partir de la fermentación sumergida del 
microorganismo Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98 (las condiciones del proceso 
junto con el medio de cultivo se establecieron en el capítulo dos (2) numeral: 2.3.2.1.). 
La separación de la biomasa se realizó por centrifugación a 5875g, por 20 min a 4 °C. 
Al extracto libre de células se le determinó actividad dextransacarasa; la temperatura de 
almacenamiento fue 10°C. El volumen total recuperado fue de 1,8 l; La caracterización 
del sobrenadante utilizado para la purificación de la dextransacarasa se muestra en la 
tabla 3-1. 
La concentración del polímero dextrano en el sobrenadante se determinó por 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC), utilizando un Cromatógrafo Waters 
510 con un detector de índice de refracción Waters 2410 y una columna Shodex Sugar 
SC1011 de 8 x 300 mm. bajo las siguientes condiciones: Agua destilada desionizada 
como fase móvil, temperatura: 70°C, flujo: 0.6 ml/min y un volumen de muestra de 10 
µl. Como patrones se utilizó dextrano marca bioRad proveniente de Leuconostoc 
mesenteroides cepa B-512, dextrano purificado mediante precipitación con etanol 
proveniente de la fermentación de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 91.2.98, 
glucosa (G), fructosa (F) y sacarosa (S), todos reactivos analíticos.  
 
3.2.1.1  Determinación de la actividad enzimática dextransacarasa 
 
El ensayo de la actividad enzimática dextransacarasa, se realizó en muestras de 1 ml de 
reacción con 50 mM de buffer fosfatos, pH: 5, conteniendo 233 mM (8% p/v) de 
sacarosa como sustrato, usando como fuente los diferentes estados de purificación de la 
enzima (sobrenadante libre de células o la enzima purificada), en una proporción de 1:1. 
La mezcla de reacción fue incubada a 30 °C por 40 min. Se tomaron seis (6) alícuotas 
de 0.1 ml en los tiempos: 0, 5, 10, 15, 20 y 40 min. e inactivadas exponiéndolas a 
temperatura de ebullición (90 ± 2 
o
C) por 5 min. La actividad enzimática fue medida 
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estimando la concentración de azucares reductores utilizando el método del ácido 3,5 
dinitrosalicílico (DNS)(6)(7)(8)leída a una longitud de onda de 540 nm; la producción 
de glucosa cuantificada con el método enzimático (Kit GOD-POD) a 510 nm. En ambos 
casos se utilizó un espectrofotómetro marca Spectronic 20 Genesys.  
 
 
Tabla 3-1.Característica del extracto enzimático utilizado para la purificación de la 
dextransacarasa proveniente de la fermentación del Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 
91.2.98. 
Parámetro Valor 
Volumen de extracto  (l) 1,8  
pH  5,51 ± 0,01 
Polímero Dextrano (g/l) 17,9 ± 0,1 
Sacarosa (g/l) 2,77 ±0,74 
Fructosa (g/l) 0,36 ± 0,08 
Glucosa (g/l) 0,44 ± 0,04 
Proteína total (g/l)  2,43± 0,1 
Actividad dextransacarasa (U/ml) 6,9 ± 0,1 
Temperatura de almacenamiento (
o 
C) 10± 2 
Viscosidad ( Cp) 
a 




aViscosímetro rotacional abierto marca: Schott, tipo "Visco Easy" serie  L, Ref: 28541120; las condiciones 
de  medida son: velocidad: 50 r.p.m., Husillo: # 1, volumen de muestra: 100 ml; temperatura: 20 o C; tabla 
de conversión factor Finder. 
bRealizada por medio gravimétrico. 
 
Una unidad de actividad enzimática (U) dextransacarasa se definió como la cantidad de 
enzima necesaria para transferir 1µmol de glucosa por minuto a una temperatura de 
30°C, con 233 mM (8% p/v) de sacarosa como sustrato a pH: 5,0 utilizando buffer 
fosfatos 50 mM. 
 
3.2.2 Ultrafiltración y diafiltración 
 
Los 1,8 litros del extracto enzimático con actividad dextransacarasa provenientes de la 
fermentación, fueron sometidos a los procesos de ultra y diafiltración; para esto se 
utilizó una membrana Biomax 300, con un área de 50 cm
2 
Pellicom XL marca Millipore 
con un tamaño de poro de 300 kDa; una bomba peristáltica modelo PUMP drive 
PD5006 marca Heidolph fue adaptada a la línea de alimentación, manteniendo un flujo 
permanente de 5,41 ml/min.  
El proceso de diafiltración consistió en la unión de la línea de retenido a la alimentación 
y la adición al extracto enzimático de: 0,5 l de buffer fosfato 50mM, pH: 5 a una 
temperatura de 10°Ccomo solución de lavado, para un volumen final de 2,3 l; posterior 
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a esto se concentró por ultrafiltración hasta un volumen final de retenido de 1.8 l; el 
flujo de la solución de lavado se varia de tal forma que el volumen del retenido 
permanezca constante (1.8 l). En total, se realizaron tres (3) lavados consecutivos antes 
de iniciar la concentración; ver figura 3-1. 
La concentración por ultrafiltración se realizó a un flujo medio de 5.4 ml/min en el 
filtrado; las tres líneas: alimentación, filtrado y retenido, se mantuvieron a 10 
o 
C de 
temperatura durante todo el proceso. Se cuantificó actividad enzimática 
dextransacarasa, proteína y polímero dextrano tanto en la fracción del retenido como del 
filtrado. 
 
3.2.3  Hidrólisis enzimática del dextrano 
 
 
El contenido de la fracción concentrada (retenido) de la ultrafiltración, se hidrolizó 
enzimáticamente utilizando dextranasa comercial Plus L de Novozymes (EC 3.2.1.11) 
obtenida de Chaetomium arraticum.  
La unidad (U) de actividad dextranasa se definió como la cantidad de enzima necesaria 
para producir un micromol (µMol) de glucosa por minuto a una temperatura de 10 °C y 
pH: 5, utilizando como sustrato dextrano a una concentración de 71,5 mg/ml.  
 
3.2.4  Efecto de la concentración de dextrano sobre la actividad dextransacarasa 
 
Para estudiar el efecto de la concentración del dextrano sobre la actividad enzimática 
dextransacarasa, se varió la relación: dextranasa/sustrato, con el objetivo de obtener 
hidrólisis parciales del polímero y medir el efecto de la concentración de dextrano sobre 
la actividad dextransacarasa. La relación: unidades dextranasa – sustrato utilizadas 
fueron: 0,01; 0,015; 0,021; 0,031; 0,041; 0,051; 0,103 y 0,257 U/mg. La reacción se 
llevó a cavo bajo las siguientes condiciones: volumen de reacción: 5 ml de solución 
proveniente del retenido, temperatura 10
o
C por un tiempo de 10 horas en agitación 
constante. Luego de este periodo se determinó la concentración de dextrano mediante 
cromatografía líquida de alta resolución (HPLC) ver numeral: 4.2.1., la separación de 
ambas enzimas se logró por medio de cromatografía de intercambio aniónica, ver 
numeral 4.2.4.; las fracciones correspondientes a los picos de interés, se les determinó 
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Figura 3-1. Esquema del proceso de ultrafiltración. A: Filtrado; B: Alimentación – Retenido; C: 
Solución lavado (Buffer fosfatos 50 mM, pH: 5); a: Línea de filtrado; b: Línea de alimentación; 
c: Línea de lavado; d: línea de retenido (concentrado); 1,2 3 y 4: Válvulas de paso. Proceso de 
lavado (diafiltrado): Válvulas 1, 2, 3 y 4 habilitadas, el flujo b = d+c = d+a; al transcurrir el 
tiempo de proceso:a <d, lo cual hace dependiente a c de la variable d; el flujo de c se debe 
compensar manteniendo siempre el nivel de la alimentación (B)constante. Para el proceso de 
Concentración: Válvulas 1,2 y 3 habilitadas, válvula 4 cerrada. En ambos procesos la 




3.2.5 Cromatografía de intercambio aniónica 
 
La separación de las enzimas dextransacarasa y dextranasa junto a los 
glucooligosacáridos (GOS) provenientes de la hidrólisis, se logró mediante 
cromatografía de intercambio aniónico preparativa; para esto se utilizó un equipo de 
cromatografía para proteínas FPLC (Fast protein liquid chromatography)de Biorad 
Biologic Duoflow, con una columna de 150 X 7 mm de la resina aniónica UNOsphere 
Q de BioRad, la fase móvil fue buffer fosfatos 50 mM, pH: 5.0, con un flujo de: 2 
ml/min, una temperatura de: 10 °C, un volumen de muestra de 500 µl, con un gradiente 
lineal de NaCl de 0 a 1 M, el volumen de cada fracción fue de: 2 ml y el tiempo total de 
corrida fue de: 66 min. Las fracciones correspondientes a los picos de interés se 
colectaron y se diafiltraron utilizando una membrana con un tamaño de poro de 10 KDa 
en buffer fosfatos 50 mM a pH 5.0 a una temperatura de 10 
o 
C, durante 12 horas; la 
activación de la membrana se realizó en agua milli-Q a temperatura ambiente por 3 
horas, luego se sumergió en una solución de sulfuro de sodio Na2S al 0,3% (p/v) a una 
temperatura de 80 
o
C por 1 minuto; luego se lavó con agua caliente (60 ° C) durante 2 
minutos, seguido de la acidificación con una solución de 0,2% (v/v) de ácido sulfúrico 
H2SO4, los residuos del ácido se eliminaron realizando 3 enjuagues con agua milli-Q 
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caliente. La solución dializada se congeló a -70 
o
C por 12 horas y concentrada por 
liofilización. Se cuantificó proteína y actividad enzimática dextransacarasa. 
 
Tabla 3-2.Características y condiciones de corrido de la cromatografía de intercambio aniónico 
utilizada en la separación de la dextrasacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. 
Equipo  FPLC BioradBiologicDuo flow 
Resina UNO Sphere Q. Aniónica 
Fase móvil Buffer Fosfatos 50 mM,pH: 5.0 
Flujo (ml/min)  2 
Tamaño de la columna (cm) 15 X 0,7 
Volumen de muestra (µl) 500 
Temperatura (°C) 20 
Gradiente de NaCl (M) 0 - 1 
Volumen de fracción (ml) 2 
Tiempo de corrida (min)  66 
 
 
3.2.6 Electroforesis SDS-PAGE 
 
Las diferentes muestras obtenidas en la metodología desarrollada para la purificación de 
la enzima dextransacarasa, se analizaron mediante electroforesis de proteínas SDS-
PAGE en condiciones desnaturalizantes no reductoras, utilizando una cámara vertical 
marca BioRad con un tamaño de gel de 100 x 75 x 0.75 mm. El tratamiento de las 
muestras y las condiciones de corrido son descritas en el capitulo cuatro numeral 4.2.1. 
 
3.3  Resultados y discusión 
 
La enzima dextransacarasa producida por la cepa nativa IBUN 91.2.98. fue purificada 
por la combinación de tres procesos: (i) Ultrafiltración, (ii) hidrólisis del dextrano 
utilizando una dextransacarasa y (iii) separación por cromatografía de intercambio 
aniónico.  
 
3.3.1  Proceso de diafiltración y ultrafiltración. 
 
El complejo Enzima-Dextrano formado en la fermentación del microorganismo 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. permitió la retención de la enzima 
dextransacarasa en la fracción del retenido del proceso de ultrafiltración y su posterior 
concentración. El volumen final del retenido (concentrado) fue de 0.13 l lográndose un 
factor de concentración de 13.8 veces con respecto al volumen inicial del extracto 
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crudo;en el transcurso de la concentración el aumento de la viscosidad fue el parámetro 
limitante para el volumen final del retenido (0,13 l), debido al aumento de la presión 
intermembranal, disminución del flujo de filtrado y la saturación de la membrana.  
La adhesión de la enzima al producto de la reacción, se evidencia toda vez que la 
proteína posee un peso molecular calculado de 171 KDa mientras que el tamaño de poro 
promedio de la membrana es de 300 KDa, durante todo el proceso de ultra y 
diafiltración, la actividad dextransacarasa se detectó asociada al polímero siempre en la 
fracción del retenido y nunca en el filtrado donde por tamaño se esperaría detectarla, lo 
cual nunca ocurrió. En la fracción concentrada, se logró retener el 100% de la actividad 
dextransacarasa. 
 
Este complejo enzima-dextrano es debido a la interacción covalente de la proteína en la 
formación del polímero, no permitiendo que esta sea liberada, presentándose un 
fenómeno de inmovilización (9)(10).  
Este mismo fenómeno fue reportado por Kitaoka en la purificación de la 
dextransacarasa con un peso de 190 KDa, de un mutante de la cepa Leuconostoc 
mesenteroides NRRL B-512F utilizando un filtro con tamaño de poro de 0,1 µm 
(H5MP01-43) logró retener el en concentrado el 82% del polímero y enzima (2); una 
purificación similar con la cepa nativa del NRRL B-512F en 1979 Robyt concentró una 
dextransacarasa pero con un tamaño de poro 80 KDa muy por debajo del peso de la 
proteína (160 KDa) (5). 
 
Las características de la fracción del retenido y filtrado se muestran en la tabla 3-3. La 
actividad dextransacarasa aumentó 15 veces en el retenido final (104 U/ml) con relación 
al extracto crudo de la fermentación. El aumento de la actividad en el transcurso de la 
concentración posee un comportamiento lineal, ver figura 3-2., esto implica que la 
cantidad de polímero acumulado durante el proceso de ultrafiltrado, no posee un efecto 
inhibitorio por producto; lo cual indica que a una concentración de dextran de 245 g/l la 
actividad dextransacarasa no se ve afectada.  
 
Es destacable el hecho que solo el 33 % de la fracción proteica del extracto crudo se 
encuentre en el retenido, aumentando su actividad específica de 2,8 a 130 U/mg. 
Igualmente en el filtrado tanto del lavado como del concentrado, no se detectó presencia 
de dextrano; si existe una polidispersión de tamaños moleculares, la fracción mas 




Tabla 3-3. Características de las fracciones producto del diafiltrado y ultrafiltración del extracto 








Volumen (l) 1,8 1,5 1,67 0,13 
Actividad dextransacarasa (U/ml) 6,9 ± 0,1 0,0± 0,1 0,0± 0,1 104± 0,1 
Proteína total (g/l) 2,43± 0,1 2,44± 0,1 0,36± 0,1 0,8 ± 0,1 
Dextran (g/l) 17,9 ± 0,1 0,0± 0,1 0,0 ± 0,1 245 ± 0,1 
Sacarosa (g/l) 2,77 ±0,74 3,31±0,74 < 0,01 < 0,01 
Fructosa (g/l) 0,36 ± 0,08 0,42± 0,08 < 0,01 < 0,01 
Glucosa (g/l) 0,44 ± 0,04 0,52± 0,04 < 0,01 < 0,01 
pH 5,51 ± 0,01 5,12 ± 0,01 5,0 ± 0,01 5,0± 0,01 
Viscosidad (Cp) 
a 
13 ± 0,05 5 ± 0,05 5 - 6 ± 0,05 4151± 0,05 
a Viscosímetro rotacional abierto marca: Schott, tipo "Visco Easy" serie  L, Ref: 28541120; las condiciones de 
medida son: volumen de muestra: 100 ml; temperatura: 20 o C; para el extracto crudo y el filtrado: velocidad: 50 
r.p.m., Husillo: # 1; para el retenido: velocidad: 6 r.p.m.; Husillo: # 3; se utilizó la tabla de conversión: factor Finder. 
 
 
3.3.2  Efecto de la concentración de dextrano sobre la actividad dextransacarasa. 
 
Con la hidrólisis enzimática del dextran contenido en el retenido proveniente de la 
ultrafiltración, se logró hidrolizar el 100% del polímero con una relación mínima de 
dextranasa/sustrato de 63 U/mg; en estas condiciones se pierde por completo la 
actividad dextransacarasa; al disociarse la enzima del complejo formado con el dextran 
se cree que esta presenta una desestabilización molecular la cual repercute en una 
pérdida de actividad; son varias los reportes de dextransacarasas purificadas que 
requieren la presencia de dextran para brindarle estabilidad y aumentar su actividad 
(11)(12)(13). La dextransacarasa proveniente de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-
512F posee un sitio alostérico de unión al dextrano induciendo una conformación 
favorable para la síntesis del polímero a partir de sacarosa (14). En contraposición a esto 
se han encontrado agregados oligómericos de dextransacarasas que poseen actividad en 
ausencia de dextrano pero únicamente en Streptococcus mutans (15). La disminución de 
actividad al hidrolizarse el complejo enzima – dextran puede estar asociado a la perdida 
de unión del polímero al dominio GBD (glucan binding domain) de la enzima; 
encontrándose en la región del C-terminal, el cual esta conformado por 250 a 300 a.a. 
brindándole estabilidad a la proteína (16)(17)(18). 
Para la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.8. los ensayos 
mostraron que la mínima concentración de dextran requerida para detectarse actividad 
dextransacarasa es de 7,3 mg/ml, reteniendo tan solo el 3 % de la actividad inicial; ver 
tabla 3-4. y figura 3-3. 
Para efectos de la purificación enzimática en este trabajo, la hidrólisis empleada fue la 
relación dextranasa/sustrato de: 0,015 U/mg, en un tiempo de 10 horas a una 
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temperatura de 5 
o
C; con lo cual se consiguió hidrolizar el dextran en un 54,9 % 




Figura 3-2. Variación de la actividad dextransacarasa y la viscosidad del retenido en el proceso 
de ultrafiltración. Las condiciones de operación fueron: Temperatura: 10 °C, membrana de 
ultrafiltración con un tamaño de poro promedio de 300 kDa, Volumen del retenido: 0.13 l, 
volumen del filtrado: 1.67 l. 
 
 
3.3.3  Cromatografía de intercambio aniónica 
 
La enzima dextransacarasa fue separada de la dextranasa utilizada para la hidrólisis del 
polímero, por medio de cromatografía de intercambio aniónica; ver figura 3-5..con las 
condiciones establecidas en la metodología se obtuvieron tres picos correspondientes a 
las fracciones 9-12 (pico A), 35-38 (pico B) y 39-48 (pico C); el volumen de fracciones 
colectado fue: 8 ml(pico A), 8 ml (pico B) y 18 ml (pico C); el volumen correspondiente 
a los picos B y C se diafiltrarón y los tres (3) se concentraron por liofilización; cada 
liofilizado se resuspendió en 0,5 ml de buffer fosfatos 50 mM pH: 5, con el objeto de 
mantener la misma proporción del volumen de inyección (0,5 ml); el pico A fue el 
único que presentó actividad dextransacarasa con una actividad de 24,8 U/ml. Una baja 
actividad dextranasa (0,92 U/ml) se determinó en el pico B, mientras que el pico C no 































































Tabla 3-4. Variación de la actividad dextransacarasa, producto de la hidrólisis enzimática con 
dextranasa de la solución concentrada del retenido producto de la ultrafiltración. La reacción se 
llevó a cabo bajo las siguientes condiciones: volumen de reacción: 5 ml del retenido, 
temperatura 10
o















 (%) (mg/ml) (%) (U/ml) (%) 
0 245,1 100,0 0,0 104 100,0 0,0 
0,010 210 85,7 14,3 103 99,0 1,0 
0,015 110,5 45,1 54,9 75,6 72,7 27,3 
0,021 87 35,5 64,5 21,8 21,0 79,0 
0,031 32,4 13,2 86,8 9,3 8,9 91,1 
0,041 7,3 3,0 97,0 3 2,9 97,1 
0,051 0 0,0 100,0 0 0,0 100,0 
0,103 0 0,0 100,0 0 0,0 100,0 
0,257 0 0,0 100,0 0 0,0 100,0 
a




Figura 3-3. Relación entre la actividad dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides cepa 


















































































Hidrólisis dextran (%) 
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3.3.4  Análisis electroforético 
 
Las proteínas contenidas en el sobrenadante de la fermentación y en cada paso de la 
purificación, fueron separadas por electroforesis SDS-PAGE, se obtuvo una sola banda 
proveniente del pico A de la cromatografía de intercambio aniónica; el tamaño 
molecular calculado fue de170KDa; ver figura 3-4.  
 
Tabla 3-5. Características de las fracciones colectadas en la cromatografía de intercambio 




A B C 
Volumen de resuspención (ml) 0,5 0,5 0,5 
Proteína (mg):  0,037 0,89 0,34 
Proteína (mg/ml) 0,074 1,78 0,68 
Actividad dextransacarasa (U/ml) 24,8 N.D N.D 
Actividad dextranasa (U/ml) N.D 0,92 N.D 
 
 
Tan solo una enzima proveniente de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F ha sido 
reportada con un tamaño molecular de 170 KDa, (19)(14); otra dextransacarasa de igual 
peso molecular pero proveniente de un microorganismo diferente a L. mesenteroides es 
la obtenida de S. gordonii (S. sanguis) (20). El tamaño molecular de este tipo de 
enzimas no ha sido asociado con algún tipo de funcionalidad, de hecho el tamaño 
molecular de las dextransacarasas varia desde 65 KDa de Leuconostoc mesenteroides 
NRRL B-512F (21) hasta 313,2 KDa de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 
(22). 
La actividad dextransacarasa in situ en el gel de electroforesis, se realizó detectando el 
dextrano producto de la reacción enzimática con la tinción del reactivo de Schiff; ver 
capitulo cuatro, numeral: 4.3.2.  
Los pasos del proceso de purificación de esta enzima son mostrados en la tabla 3-6. Se 
logró un factor de purificación de 118 junto con un rendimiento del 26%, la actividad 
específica obtenida fue de 335,1 U/mg, una de las actividades más altas de un enzima 
dextransacarasa purificada. De los procesos de purificación reportados para estas 
enzimas que impliquen ultrafiltración, la actividad específica más alta es de 183 U/mg, 
proveniente de una mutante de L mesenteroides B-512FMC(2); Robyt reporta la 
purificación de la dextransacarasa de L. mesenteroides B-512utilizando un proceso de 
ultrafiltrado e hidrólisis con dextranasa, con una actividad específica de 53 U/mg (5); 
ver tabla 3-7. 
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Tabla 3-6. Purificación de la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides cepa IBUN 
91.2.98. Los pasos de purificación fueron: concentración por ultrafiltración, hidrólisis posterior 
del dextrano con dextranasa e intercambio aniónico 
Paso de purificación  
Volumen 








 (U/mg)  
Rendimiento 
(%)  
Factor de  
purificación  
Extracto crudo 1800 6,9 4374 2,8 100 1 
Ultrafiltración  300 Kda 130 104 104 130 109 46 

















Figura 3-4. Electroforesis SDS PAGE análisis de purificación de la enzima dextransacarasa 
proveniente de la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. 1 – Marcadores de peso 
molecular (225 a 5 kDa), 2 – Concentrado proveniente de la ultrafiltración con membrana de 
300 kDa (retenido), 3 – Sobrenadante de la fermentación (extracto crudo), 4 – Dextransacarasa 
procedente de la fracción de la columna de intercambio aniónica (UNOsphere Q). Las 
condiciones del ensayo son las siguientes: la concentración de poliacrilamida en el gel separador 
y concentrador fueron del 8% T, 2.4% C y 5% T, 1.3% C  respectivamente; la electroforesis fue 
corrida a 80 V constantes por 45 min a 10 °C, en condiciones desnaturalizantes no reductoras, 
utilizando la tinción de azul de comasiee como revelado. La cantidad de proteína calculada en 
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Figura 3-5. Cromatograma de intercambioaniónico; separación de la muestra procedente del tratamiento hidrolítico con dextranasa del retenido de la 
ultrafiltración. Pico A: Correspondiente a las fracciones 8 al 12, en el cual se detectó actividad dextransacarasa; pico B: correspondiente a las fracciones: 35 al 
38; se detectó actividad dextranasa; Pico C: correspondiente a las fracciones 39 al 48, no se detectó ningún tipo de actividad. Las condiciones de corrido 
fueron: Resina aniónica: UNOsphere Q de BioRad; columna de 150 x 7 mm; fase móvil: buffer fosfatos 50 mM, pH: 5.0;flujo: 2 ml/min; temperatura de: 10 
°C; volumen de muestra: 500 µl; volumen de fracción: 2 ml 
Pico: A 
Fracciones: 8 -12 
Pico: B 
Fracciones: 35 - 38 
Pico: C 
Fracciones: 39 - 48 
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 Tabla 3-7. Recopilación de metodologías de purificación reportadas, utilizadas para enzimas dextransacarasas 
a. U: Es la cantidad de enzima necesaria para transferir un (1) micromol de glucosa por minuto a una temperatura y un  pH establecido. 
b. Una DSU esta definida como la cantidad de enzima necesaria para convertir 1 mg de sacarosa a dextran en 1 hora a 30 oC , pH de 5, e incremento en la concentración de fructosa. 
c. Separación de la dextransacarasa y la levansacarasa por cromatografía Bio-Gel A-5m. 
d. La proteína recuperada contiene un 84% libre de carbohidratos 










L. mesenteroides ATCC 10830 Partición de fases 95 -- 30 (23) 
L. mesenteroides B-512. Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 100 (24) 
L. mesenteroides NRRL B-1299 Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 0,1 (25) 
L. mesenteroides LM1 Precipitación con  (NH4)2 SO4 -- -- 2,96 (26) 
L. mesenteroides B-512 Precipitación con etanol C2H5OH -- 50 DSU 700 DSU
b (27) 
L mesenteroides NRRL B512F Precipitación con glicerol 50% -- 66DSU/ml 64 (28) 
L mesenteroides NRRL B512F Fraccionamiento con PEG 400 80 1,4 U/ml 8,7 (12) 
L mesenteroides NRRL B-640 Fraccionamiento con PEG 1500 10% (p/v) 3,4 0,58 U/mg 23 (29) 
L mesenteroides ATTC 10803 Partición de fases (PEG 3550-dextran T-500) 95  30 (23) 
L mesenteroides NRRL B 1299 Partición de fases PEG 1500 (15%)-dextran T 70 -- -- 4,3 (30) 
L mesenteroides NRRL B512F Partición de fases PEG 1500 (25%)-dextran T 70 (1,5%) -- -- 2,4 (31) 
L mesenteroides NRRL B512F Partición de fases PEG 1500 (50%)-dextran T 70 -- -- 62,3 (32) 
Mutante L mesenteroides NRRL B512F Partición de fases PEG 6000 y PEG 400. 84; 46  -- 42,1; 23,8  (33) 
L mesenteroidesIAM 1046 
Sulfato de amonio (75%), Albumina de huevo (5%), 
cromatografía DEAE cellulose, BioGel P-150 
17,5 0,13 U/mg 110 (34) 
L mesenteroides NRRL B512 (NH4)2 SO4 (80%), cromatografía hidroxiapatita 10 -- 3,3 (35) 
L mesenteroides NRRL B512F Sacarosa, cromatografía UltrogelAcA 34 96,4 -- 122 (36) 
Mutante L mesenteroidesB-512FMC Ultrafiltración 100 kDa 91 -- 183 (2) 
L mesenteroides NRRL B512F 





L. mesenteroides B-512 
Ultrafiltración tratamiento con dextranasa. c y Cromatografía Bio-




Mutante L mesenteroides NRRL B512F 
Cromatografía Bio-Gel A–5m, partición de fases dextran – PEG, 





L mesenteroides Tratamiento con hidroxiapatita, cromatografía Sephadex G-100. -- -- 72,1 (40) 
L mesenteroides Lcc4 Adición de sacarosa, cromatografía UltragelAcA 34 67 -- 97 (41) 
L. mesenteroides IBUN 91.2.98 
Ultrafiltración 300 KDa, Tratamiento con dextranasa, 
cromatografía de intercambio iónico UNO Sphere. 
26 2,8 335,1  
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3.3.5  Conclusiones 
 
La metodología de purificación utilizada con la dextransacarasa de Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98.permitióla obtención de la enzima con un alto grado de 
purificación junto con una de las actividades específicas más altas reportadas en la 
literatura. 
 
En el sobrenadante de la fermentación obtenido del crecimiento de Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98. la enzima dextransacarasa forma un complejo con su 
producto (enzima –dextran); la estabilidad y el tamaño brindado por el polímero, 
permitieron la purificación parcial de la dextransacarasa por medio de diafiltración y 
ultrafiltración; siendo el tamaño de poro de la membrana mayor que el peso molecular 
de la enzima calculado. 
 
Mediante la hidrólisis enzimática del polímero se pudo comprobar la dependencia de la 
actividad dextransacarasa al dextrano asociado, a tal punto que en ausenciade este, la 
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4. CAPITULO CUATRO 
Caracterización de la Dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 
91.2.98 
 
4.1  Introducción 
 
 
En la actualidad ha sido reportado un gran número de enzimas dextransacarasas 
provenientes de diversos tipos de microorganismos; de éstas, el 88% son provenientes 
del género Leuconostoc; todas las dextransacarasas difieren entre si en su estructura, 
características bioquímicas y propiedades moleculares, a tal punto que el producto 
(dextrano) difiere tanto por la fuente de la enzima, como por las condiciones de la 
reacción enzimática. 
 
El grupo de investigación de Biopolímeros y Biofuncionales de la Universidad Nacional 
de Colombia (IBUN) realizó un estudio con el objeto de buscar cepas productoras de 
biopolímeros, encontrando una cepa con alta actividad transferasa, empleando como 
sustrato la sacarosa. Se identificó la actividad extracelular dextransacarasa así como sus 
características enzimáticas en cuanto a su producción por vía fermentativa y su alta 
actividad ha permitido su utilización en la producción del polímero tipo dextran. 
 
El objetivo de este estudio es la caracterización enzimática de la dextransacarasa de L 
mesenteroides IBUN 91.2.98, con el fin de obtener información relevante para realizar 
una optimización en la obtención del dextrano y estudiar la posibilidad de 
inmovilización de la enzima.  
 
4.2  Metodología 
 
4.2.1  Determinación del peso molecular por electroforesis SDS PAGE 
 
La determinación del peso molecular se realizó mediante electroforesis de proteínas 
SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes no reductoras. Las muestras fueron 
dializadas utilizando una membrana con un tamaño de poro de 10 KDa, en buffer 
fosfatos 50 mM, pH 5, durante 12 h, agitación constante y temperatura de 10 
o
C; 
posteriormente las muestras se concentraron por liofilización y se resuspendieron en 
Buffer Tris-HCl (pH 6.8), 1M; se cuantificó el contenido de proteína a cada muestra por 
el método de Lowry. La electroforesis se realizó en una cámara vertical marca BioRad 
con un tamaño de gel de 100 x 75 x 0.75 mm.  La concentración de poliacrilamida en el 
gel separador y concentrador fueron de 8% T, 2.4% C y 5% T, 1.3% C respectivamente; 
la electroforesis fue corrida a 80 V constantes por 45 min a 10°C, las muestras para 
SDS-PAGE fueron preparadas en 0.0631 M de buffer Tris-HCl (pH 6.8) conteniendo 
26% (p/v) de glicerol, 2.1% (p/v) de dodecil sulfato de sodio (SDS) y 0.1% (p/v) de azul 
de bromofenol. Al finalizar el corrido electroforético las proteínas fueron teñidas 
sumergiendo el gel en una solución conteniendo 44 % (v/v) de metanol, 8.5 % (p/v) de 
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ácido acético glacial y 0.1% (p/v) de azul de Coomassie R-250, por 30 min en agitación 
constante a 20 °C. La solución de desteñido contiene 10% (v/v) de metanol y 10% (v/v) 
de ácido acético glacial en agua destilada des-ionizada. Se empleó como referencia una 
suspensión del marcador de peso molecular comercial ProSieve
TM
 con patrones de 225, 
150, 100, 75, 50, 35, 25, 15, 10 y 5 kDa. 
 
4.2.2  Comprobación de actividad dextransacarasa en gel (zimograma) 
 
La actividad dextransacarasa fue detectada en gel de electroforesis SDS-PAGE en 
condiciones desnaturalizantes no reductoras con una concentración de poliacrilamida en 
el gel separador y concentrador de 8% T, 2.4% C y 5% T, 1.3% C respectivamente; la 
electroforesis fue corrida a 80 V constantes por 45 min a 10°C. Luego del corrido 
electroforético y para remover el SDS, se realizó una modificación del protocolo 
descrito por Ravi (1) el cual consistió en sumergir el gel en una solución 50 mM de 
buffer fosfatos (pH: 5.0), 0.45 mM de CaCl2, y 1% (v/v) de Triton X-100, en agitación 
constante por 10 min a 4°C y lavado con agua destilada, este procedimiento se realizó 
por tres veces consecutivas. El gel fue incubado en una solución 50mM de buffer 
fosfato (pH: 5.0), con 146.1 mM de sacarosa (5% p/v), por 45 min a 30°C en agitación 
constante, luego fue lavado tres veces con agua destilada a 4°C por 5 min. La 
identificación de la actividad dextransacarasa se realizó mediante el método PAS 
(periodicacid-Schiff) según lo descrito por Miller y Robyt(2). El gel se sumergió en una 
solución al 0.5% (p/v) de ácido periódico durante 10 min, luego se lavó tres veces con 
agua destilada en agitación constante por 5 min cada una. Posteriormente el gel se 
sumerge en el reactivo de Schiff (0.5% (p/v) de fucsina, 2.5% (p/v) de NaHSO3 y 0.55% 
de HCl concentrado) hasta la aparición de bandas de color rosado intenso (3). 
 
4.2.3  Isoelectroenfoque (IEF), electroforesis bidimensional en gel (2D) 
 
El análisis proteómico de la enzima purificada se realizó mediante electroforesis 
bidimensional en gel (2D-PAGE). La técnica comprende tanto la primera 
dimensión (separación basada en el punto isoeléctrico, dentro de una  matriz en un 
gradiente de pH conteniendo anfolitos) y la segunda dimensión la cual consiste en la 
separación en una matriz por su peso molecular. 
 
La primera dimensión se llevó a cabo en un sistema de enfoque isoelectrico utilizando 
un equipoReadyStrip
TM
 IPG Strip de BioRad. Se utilizaron tiras de gradiente de pH 
inmovilizado IPG de 7 cm de longitud con un rango lineal de pH entre 3-10 (BioRad), 
con un contenido de poliacrilamida de 4% de T y 3% de C. 
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Las tiras IPG se rehidrataron con 125 µl de buffer de rehidratación, cuyacomposición 
es: 8 M de urea, 2% (w/v) de3-[(3-cholamidopropyl) dimethylammonio]-1-
propanesulfonate (CHAPS), 0.002% (w/v) azul de bromofenol, 1% (v/v) anfolitos 
(BioRad), 18mM de dithiothreitol (DTT) y 140 µg de muestra a analizar. La 
rehidratación se llevó a cabo en una bandeja de rehidratación (Amersham Bioscience) a 
temperatura ambiente (20 
o
C aproximadamente) por un periodo de 24 horas a 50 volts, 
colocando a lo largo de uno de los canales el buffer y la muestra, a manera de quedar en 
contacto con la tira IPG; para evitar la evaporación de la muestra y la cristalización de 
la urea se cubrió con aceite mineral.   
Luego de la rehidratación de las tiras IPG, se realizó el corrido electroforético, 
empleando una fuente PROTEAN IEF Cell (BioRad); el isoelectroenfoque (IEF) se le 
aplicó un total de 22,000 volts/h; las tiras tratadas se almacenaron a -20 
o
C hasta su 
aplicación en la segunda dimensión. Los marcadores de punto isoelectrico (pI) y peso 
molecular (MW) son mostrados en la tabla 4-1. 
 
Tabla 4-1. Marcadores de 2D-SDS-PAGE, marca BioRad, utilizados en el isoelectroenfoque  










SSP-9501 31 6 Anhidrasa carbonica bovino 
SSP-9903 43,08 5,1 Actina de musculo bovino 
SSP-9905 66,2 5,4 Albumina de suero bovino (BSA) 
SSP-9906 76 5,9 Conalbumina huevo blanco de gallina  
SSP-9902 131,1 4,59  
 
 
La segunda dimensión se llevó a cabo en una cámara de electroforesis vertical marca 
BioRad en un gel de poliacrilamida con gradiente entre 8 y 10 % de T; y unas 
dimensiones de 9 x 11 x 0,075 cm; El gradiente de poliacrilamida se logró con la ayuda 
de un formador de gradiente (gradient maket) con una capacidad de 50 ml. Las tiras IPG 
se colocaron horizontalmente sobre el gel de acrilamida y el sistema se selló con 
agarosa al 1% adicionada con 0.002% de azul de bromofenol. La separación 
electroforética se llevó a cabo en una cámara vertical (Mini Protean Tetra 
Electrophoresis System, Bio-Rad) a temperatura ambiente, suministrando 80 V y 
miliamperios mA constantes por 2,5 horas y con buffer de corrida 1X (Tris base 25mM, 
glicina 192 mM, SDS 0.1%), pH: 8.8. Cada gel se corrió hasta que el frente del azul de 
bromofenol se encontraba en el extremo inferior. Las proteínas fueron visualizadas 
sumergiendo el gel en una solución de azul de coomassie por 20 min en agitación 
constante, luego el gel fue desteñido utilizando una solución decolorante conteniendo 
10% (v/v) de metanol y 10% (v/v) de ácido acético glacial en agua destilada y 
desionizada .El software utilizado para el análisis del gel fue el PDQuest 8.0.1 (Bio-
Rad). 
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4.2.4  Determinación de parámetros cinéticos 
 
Para determinar los parámetros enzimáticos de la dextransacarasa cepa IBUN 91.2.98. 
se realizaron ensayos de actividad enzimática (ver capitulo tres, numeral 3.2.1.1.) en 
trece (13) diferentes concentraciones de sustrato: 8,76; 23,36; 58,4; 87,6; 116,8; 146; 
292; 438; 584; 730; 876 y 1022 mM de sacarosa; en cada reacción se mantuvo la 
cantidad de enzima dextransacarasa purificada constante la cual fue de 12,4 U/ml de 
reacción. Los valores de Vmax y Km, fueron obtenidos comparando las metodologías 
de linealización: Lineweaver Burk, Hanes woolf y Eadie Hofstee.  
 
4.2.5  Efecto de iones metálicos y agentes sobre la actividad dextransacarasa. 
 
La determinación del efecto de iones metálicos sobre la actividad de la enzima 
dextransacarasa producida por la cepa IBUN 91.2.98. se realizó cuantificando la 
actividad enzimática en 3 ml de reacción con buffer fosfatos 50 mM, pH: 5, 
conteniendo 233 mM (8% p/v) de sacarosa, junto a 1,0 mM del cloruro correspondiente 
a cada ión; estos son: CaCl2, MnCl2, NaCl, KCl, AlCl3, ZnCl3, MgCl2 y FeCl3. Todos 
los ensayos se realizaron por triplicado. 
 
4.2.6  pH óptimo y estabilidad de la dextransacarasa con respecto al pH. 
 
Para determinar el efecto del pH sobre la dextransacarasa, la enzima se desalinizó con el 
propósito de reemplazar el buffer fosfatos de resuspención; la desalinización se realizó 
tomando 10 ml de la enzima purificada en un cartucho de ultrafiltración con un tamaño 
de poro de 2000 Da tipo Vivacon 2 marca Sartorius, el cual se centrifugó a 23500 g por 
quince (15) minutos a 4 
o
C; se realizaron tres (3) lavados repitiendo el procedimiento 
completando a 10 ml con agua destilada desionizada.  
 
Para determinar el efecto del pH sobre la enzima dextransacarasa, se realizaron ensayos 
de actividad enzimática a diversos valores de pH entre 1 a 10, utilizando buffer fosfatos 
50 mM variando y estableciendo el valor de pH con soluciones concentradas de H3PO4 
y KOH. Cada ensayo de actividad se llevó a cabo en un volumen final de 1 ml de 
reacción en proporción (4:1) buffer fosfatos – solución enzimática.  
La estabilidad de la dextransacarasa se estudió exponiendo la enzima a cada valor de pH 
en buffer fosfatos 50 mM sin sustrato, por tres (3) periodos de tiempo: 20, 40 y 80 
minutos a 20 
o
C, determinando a cada muestra actividad enzimática en condiciones de 





4.2.7  Temperatura óptima y estabilidad de la dextransacarasa con respecto a la 
temperatura. 
 
El estudio del efecto de la temperatura sobre la enzima purificada se efectuó 
cuantificando la actividad enzimática dextransacarasa según lo descrito en el numeral 
3.4.1.1. a nueve (9) diferentes temperaturas: 5, 10, 20, 30, 35, 40, 45, 50 y 60 
o
C. Se 
evaluaron tres (3) periodos de tiempo: 20, 40 y 80 minutos de exposición a las nueve (9) 
diferentes temperaturas con el objetivo de estudiar la estabilidad de la dextransacarasa 
con respecto a la temperatura. La energía de activación (Ea) se determinó mediante la 
ecuación de Arrhenius; estos mismos valores se utilizaron para cuantificar el coeficiente 
de temperatura (Q10).  
 
4.2.8  Identificación de la enzima por mapeo peptídico. 
 
La identificación de la enzima DS por mapeo peptídico se realizó tomando el punto 
(spot) correspondiente a la enzima dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides 
IBUN 91.2.98 proveniente del gel 2D de isoelectroenfoque (I.E.F.); el spot se sometió a 
un tratamiento con tripsina (Promega) durante toda la noche a 37
o
C en constante 
agitación. Los péptidos fueron extraídos de los geles utilizando una solución al 60% de 
acetonitrilo en ácido trifluroacético (TFA) al 0,2%; luego fueron concentrados por 
secado al vacío; las sales se extrajeron utilizando una micro-columna C18 en fase 
reversa (OMIX Pippetetips, Varian); la elución de los péptidos se realizo directamente 
en la placa de muestras del  espectrómetro de masas,  con 3μl de solución matriz (α-
ciano-4-hidroxicinámico en acetonitrilo al 60% conteniendo 0,2% de TFA).  
Los espectros de masas de las mezclas de digestión fueron realizados en un 
espectrómetro MALDI-TOF/TOF 4800 (AppliedBiosystems), la calibración fue 
realizada utilizando una mezcla de péptidos estándar (AppliedBiosystems) (4). Las 
proteínas se identificaron en la base de datos NCBInr empleando los valores: (m/z) y 
utilizando el programa MASCOT, con los siguientes parámetros de búsqueda: 
tolerancia de la masa monoisotópica: 0,05 Da; tolerancia de las fracciones de masa: 0,25 
Da y oxidación de la metionina como una posible modificación. 
 
4.3  Resultados y discusión 
4.3.1  Peso molecular de la dextransacarasa IBUN 91.2.98. 
 
La enzima dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98 presentó un 
peso molecular de 170 KDa obtenido por electroforesis en condiciones 
desnaturalizantes no reductoras SDS-PAGE; figura 4.3. Este mismo valor fue obtenido 
conelectroforesis en condiciones desnaturalizantes y reductoras con la enzima 
purificada; este resultado implica que la enzima dextransacarasa de Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98.no posee subunidades proteicas; figura 4-2.  
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La gran mayoría de dextransacarasas reportadas no poseen subunidades; aun que en 
1994 Kim y col. Obtuvieron tres subunidades de 65, 62 y 57 KDa de la dextransacarasa 
de Leuconostoc mesenteroides B-512FMC, pero ninguna de ellas mostró actividad 
enzimática (5). 
En la totalidad de los geles electroforéticos de la dextransacarasa de Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98. se detectó una banda con actividad dextransacarasa, cuyo 
peso molecular no presentó variación en almacenamiento ni posterior a la producción de 
dextrano. Este tipo de variación de una dextransacarasa ha sido reportada por Miller y 
col, la enzima proveniente de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-512F, cuyo peso 
molecular 177 KDa era predominante en la fermentación, pero este cambiaba en 
almacenamiento a 158 KDa (6); otro caso es la dextransacarasa de Leuconostoc 
mesenteroidesB-512FMC, la cual, con una masa molecular de 190 KDa, pasa a 160 
KDa luego de un (1) año de almacenamiento (7). 
El peso molecular estimado de la dextransacarasa IBUN 91.2.98. (170 KDa) coincide 
con los valores obtenidos en el mapeo peptídico mediante espectrofotometría de masas 
MALDI-TOF/TOF; estos análisis dieron como resultado una masa teórica calculada de: 
169,7/ 169,6 KDa; ver numeral 4.3.7. 
Algunos autores han reportado microorganismos del mismo género que producen en la 
misma fermentación varias enzimas con actividad dextransacarasasy diferenciadas por 
electroforesis, como es el caso del Leuconostoc mesenteroides cepa NRRL B-512F 
donde han sido detectadas múltiples formas de la enzima con tamaños moleculares 
estimados en 65, 126, 188 y 245 kDa (8).Un trabajo realizado por Miller y col, con este 
mismo microorganismo produjo el único reporte coincidente de una dextransacarasa 
con el mismo peso molecular de la enzima IBUN 91.2.98. (170 KDa) (9) 
Los pesos moleculares de las enzimas dextransacarasas son muy variados, desde la 
menor reportada por Kobayashi en 1980 con un tamaño de 65 KDa, proveniente de 
Leuconostoc mesenteroides cepa NRRL B-512F(10)hasta la de mayor peso molecular 
con un tamaño de 313,27 KDa, aislada de Leuconostoc mesenteroides cepa B-1299(11); 
el 33% de las enzimas reportadas de esta clase provenientes de Leuconostoc 
mesenteroides se encuentran entre los 160-180 KDa. Ver tabla 5.2. Igualmente se han 
identificado Dextransacarasas en otros microorganismos diferentes al L. mesenteroides, 
con masas moleculares similares, como es el caso de Streptococcus mutans (12), 
Streptococcus gallolyticus cepa ATCC BAA-2069 (13) y Streptococcus salivarius K12 
(14)con tamaños reportados de: 170, 168,4 y 169 KDa respectivamente.  
 
4.3.2  Determinación de actividad dextransacarasa en gel (zimograma) 
 
La identificación de la enzima en el gel de electroforesis se evidenció por la tinción 
rosada con el tratamiento PAS (periodic acid-Schiff); cuando se sumergió el gel 
81 
electroforético en la solución de sustrato (sacarosa) según protocolo de la tinción de 
Schiff (2), la alta actividad de la dextransacarasa se evidenció por la acumulación de 
polímero dextran en la banda coincidente con la enzima; el depósito de polímero a los 
20 minutos de reacción fue de tal magnitud, que deformó completamente el gel 
electroforético hasta su rompimiento como se evidencia en las figuras: 4-2. y 4-3. 
Según el zimograma, se identificó una banda con actividad dextransacarasa, ubicada en 
la parte superior del gel, con un tamaño de 170 KDa.  
Por este mismo método se logró identificar la enzima en el gel electroforético 2D SDS-
PAGE correspondiente al isoelectrofoenfoque (IEF), ver figura 4-4. con un peso 
molecular calculado de 170,1 KDa. 
 
Figura 4-1. Electroforesis SDS-PAGE en condiciones desnaturalizantes y reductoras; 1: 
marcadores de peso molecular (225-5 KDa); 2. Dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides 
IBUN 91.2.98. Las condiciones del ensayo son las siguientes: concentración de poliacrilamida 
en el gel separador y concentrador fueron del 9% T, 2.4% C y 5% T, 1.3% C  respectivamente; 
la electroforesis fue corrida a 80 V constantes por 40 min a 10 °C, en condiciones 
desnaturalizantes y reductoras, utilizando β-mercaptoetanol como agente reductor (5 min a 90 
o
C) y tinción de azul de comasiee como revelado; la presencia de una sola banda con un peso 
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4.3.2.1  Determinación del punto isoelectrico (PI) 
 
El punto isoelectrico (PI) para la dextransacarasa IBUN 91.2.98. fue determinado por 
isoelectroenfoque (IEF) 2D SDS-PAGE; se estableció para la enzima un valor de: 4,2; 
junto con una masa molecular calculada de 170,1 KDa; ver figura 5.4.El valor del  
punto isoelectrico (PI) también se calculó por mapeo peptídico, mediante 
espectrofotometría de masas MALDI-TOF/TOF, para este el valor fue calculado en: 
4,28. Ver numeral 4.3.7. 
 
A este valor de pH (4,2) la dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 
91.2.98. es electroestáticamente neutra, lo que implica un mismo número de cargas 
funcionales tanto positivas como negativas; así mismo a este valor de pH la 
dextransacarasa posee su menor solubilidad. Puntos isoelectricos (PI) similares de 
dextransacarasas han sido reportados, como la producida por L mesenteroides NRRL B-
512F con un PI de: 4,1(6); Olvera y col, reportaron un PI de 4,5 de la dextransacarasa 
correspondiente al gen dsrP de L mesenteroides IBT-PQ (15),un PI de 4,6 de la 
dextransacarasa de Weissella confusa(16) y un PI de 5,26 de L. citreum B/110-1-2 (17). 
 
El análisis electroforético demostró la carencia de isoformas y se obtuvo un solo “spot” 
definido con actividad dextransacarasa, demostrando una optima metodología de 
purificación. La presencia de isoformas en estas enzimas no es muy común; aunque en 
la caracterización de la dextransacarasa de L. mesenteroides MTCC 107se hallaron tres 
isoformas DS-I, DS-II y DS-III todas con propiedades físico-químicas similares y 
actividad dextransacarasa (18). 
 
4.3.3  Parámetros cinéticos de la dextransacarasa IBUN 91.2.98. 
 
El efecto de la sacarosa sobre la actividad de la enzima se determinó mediante el uso de 
diversas concentraciones de sacarosa como sustrato en la reacción, entre 8,76mM (3 g/l) 
y 1022mM (350 g/l); la cinética presentada por la enzima es de tipo Michaelis-Menten, 
ver figura 4-5. se obtuvo una velocidad máxima (Vmax) de: 27,1 U/ml, junto con una 
constante de michaelis (Km) de: 4,9mM; valores calculados por el modelo de Hanes-
Woolf, ver figura 4-6. 
La inhibición de la enzima por sustrato inicia a concentraciones mayores de 292mM 
(100 g/l); de sacarosa manteniéndose estable hasta una concentración de 876 mM (300 
g/l); su actividad decrece tan solo en un 7,3% a concentraciones de 1022 mM (350 
g/l).La inhibición de la dextransacarasa a altas concentraciones de sacarosa se puede 
atribuir a la dificultad en la asociación del sustrato al sitio de unión con la proteína y 
con la molécula aceptora (25); es posible que la formación del dextrano a altas 
concentraciones de sustrato proteja parcialmente estos sitios de unión, brindando una 
baja afinidad a la sacarosa y proporcionando una inhibición a la enzima(26); en la 
dextransacarasa IBUN 91.2.98. la velocidad de bloqueo del polímero a los sitios de 
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unión de la sacarosa con la enzima es muy lenta, toda vez que la dextransacarasa 
mantiene su actividad en un amplio rango de concentración de sustrato (100 a 350 g/l), 




Figura 4-2. Tinción de PAS (periodic acid-Schiff) con acumulación de polímero tipo dextrano 
en el gel electroforético, producto de la reacción enzimática dextransacarasa de Leuconostoc 
mesenteroides IBUN 91.2.98. luego de 20 minutos de reacción; La reacción enzimática se 
realizó sumergiendo el gel en una solución 50 mM de buffer fosfatos (pH: 5.0), con 438.2 mM 
(15% p/v) de sacarosa a 30 °C en agitación constante durante 20 minutos.  
 
 
Tabla 4-2. Peso molecular de algunas dextransacarasas reportadas y el método analítico 







L. mesenteroides NRRL B-512F (Enzima I, II) 65 Electroforesis SDS-PAGE (10) 
S. mutans cepa 6715 94 Filtración en gel (19) 
S. sanguinis 100 Electroforesis SDS-PAGE (20) 
L. mesenteroides cepa NRRL B-512F (Enzima III) 100 Electroforesis SDS-PAGE (10) 
L. mesenteroides NRRL B-146, B-1375 130 Electroforesis SDS-PAGE (21) 
L. citreum cepa B/110-1-2 160, 180 Electroforesis SDS-PAGE (17) 
G. oxydans 170 Electroforesis SDS-PAGE (22) 
L. mesenteroides B-512FMCM 180 Electroforesis SDS-PAGE (23) 
P. pentosaceus 180 Electroforesis SDS-PAGE (24) 
L. citreum cepa B/110-1-2 220, 240 Electroforesis SDS-PAGE (17) 
L. mesenteroides NRRL B-512F 177, 158 Electroforesis SDS-PAGE (6) 
a 








Figura 4-3. Actividad en gel (zimograma) e identificación de la enzima dextransacarasa de 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. 1: marcadores de peso molecular (220 a 40 KDa); 2, 
3 y 4: extracto crudo (sobrenadante de la fermentación), las bandas fueron teñidas con azul de 
comasiee, 5: acumulación de polímero producto de la actividad enzimática dextransacarasa; b: 
bandas expuestas al tratamiento del reactivo de Schiff, Tinción de PAS (periodicacid-Schiff), 
tiempo de reacción 2 minutos; c: tiempo de reacción 5 minutos; d: tiempo de reacción 10  
minutos, obsérvese la producción de polímero acumulado, lo cual finaliza en el rompimiento del 
gel electroforético. La reacción enzimática se realizó sumergiendo el gel en una solución 50 




El tipo de cinética concuerda con los resultados reportados por este tipo de enzimas 
(24)(27). El valor de Km mas cercano reportado en la literatura con la dextransacarasa 
IBUN 91.2.98. es la proveniente de una mutante de L. mesenteroidesB-512F, con un 
Km de: 3,4 (28), el menor valor de Km reportado de una dextransacarasa proveniente de 
L. mesenteroideses: 2 mM, utilizando sacarosa como sustrato, esta enzima fue aislada 
de L mesenteroides NRRL B-1299 (29); el mayor valor es: 101,7 mM de L 
mesenteroidesKIBGE IB-22(30). El menor valor Km de una dextransacarasa reportada 
es: 0,0086 mM obtenida de Weissella confusa (16). 
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Figura 4-4. Electroforesis en 2D  (IEF) de la enzima dextransacarasa purificada, de 
Leuconostoc mesenteroides, cepa IBUN 91.2.98. Figura A: gel de isoelectroenfoque (IEF) con 
la tinción de PAS (periodicacid-Schiff)confirmando la actividad dextransacarasaFigura B: a: 
enzima dextransacasasa purificada, b, c, d, e y f: marcadores de pH. La primera dimensión se 
llevó a cabo utilizando tiras de gradiente de pH inmovilizado IPG, de 7 cm de longitud, con un 
rango lineal de pH 3-10 (BioRad), con un contenido de poliacrilamida de 4%T y 3% de C. La 
separación por peso molecular se llevó a cabo en geles de poliacrilamida con un gradiente de 
concentración de 8 a 10% de T. El programa (Software) utilizado para el análisis del gel en la 
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4.3.4   Efecto de iones metálicos y agentes sobre la actividad dextransacarasa. 
 
El efecto de algunos iones metálicos sobre la actividad de la dextransacarasa de L. 
mesenteroides cepa IBUN 91.2.98.es mostrado en la tabla 4-3.; la enzima se ve 




en un 96,5 y un 99,1 % 
respectivamente con respecto a su actividad inicial, mientras que los cationes Mg
+2
 y K 
actuaron como activadores en un 36,7 y 27,2% respectivamente.  
 
El ión calcio (Ca
+3
) tuvo un leve efecto inhibitorio del 8% de su actividad inicial; esto 
difiere de otras enzimas dextransacarasas de L. mesenteroides reportadas donde en 
presencia de iones calcio aumenta la actividad enzimática y su estabilidad (31)(7); es así 
como la dextransacarasa de L mesenteroides PCSIR-4 incrementa un 20% su actividad 
en presencia de iones calcio (32); la dextransacarasa obtenida de L mesenteroides B-
512FSikhae aumenta su actividad en un 48% en presencia de calcio (33). El calcio 
también se utiliza para estabilizar la enzima en procesos de purificación, Motomitsu y 
col, utilizaron 0.1 mM de CaCl2 como coadyuvante en la purificación de la 
dextransacarasa de L mesenteroides B-512FMC basado en microfiltración (7). 
El ión Fe
+3
 posee un fuerte efecto inhibitorio en la dextransacarasa IBUN 
91.2.98.diferenciándose de las demás enzimas reportadas; el máximo valor inhibitorio 
por este ión es de 26,5 % presentado por la dextransacarasa recombinante de L 
mesenteroides 0326 (34). en algunas enzimas los iones Fe
+3
aumentan su actividad como 
es el caso de la obtenida de Leuconostoc mesenteroides NRRL B-1299 en un 20,7% 
(35). 
 
4.3.5  pH óptimo y estabilidad de la dextransacarasa con respecto al pH. 
 
El efecto del pH y su estabilidad en la actividad enzimática de la dextransacarasa de 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. es mostrada en la figura 4-7.; la enzima 
presenta un pH óptimo de: 5,0 perdiendo el 51,4 y el 74,9% de su actividad inicial a pH 
4 y 7 respectivamente; diferente a esto, la enzima mostró una alta estabilidad frente a 
valores de pH entre 4 y 7 a tres diferentes tiempos de exposición (20, 40 y 80 min); la 
actividad enzimática se ve gradualmente afectada a valores de pH por debajo de 4 




Figura 4-5. Comportamiento de la dextransacarasa IBUN 91.2.98 con respecto a la variación de 
la concentración de sustrato (sacarosa). Obsérvese el comportamiento típico micheliano. En 
cada reacción se mantuvo la cantidad de enzima dextransacarasa constante (12,4 U/ml) en la 
reacción; Las condiciones en los ensayos fueron: buffer fosfatos 50 mM (pH: 5.0), 
concentraciones de sacarosa en estudio como sustrato, por 45 min a 30°C en agitación 




Figura 4-6.Linealización por el método de Hannes Wolf de la enzima dextransacarasa de L. 
mesenteroidescepa IBUN 91.2.98. S/V = (1/Vmax)*S + (Km/Vmax); (±DS 0,76), R² = 0,993. 












































Tabla 4-3.Efecto de iones metálicos en la actividad enzimática de la dextransacarasa (DS) 
proveniente de la cepa Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. Los ensayos fueron 
efectuados a 30°C, pH: 5 y una concentración de sacarosa como sustrato de 233 mM (8% p/v). 
Las reacciones enzimáticas fueron realizadas en ausencia (control) y presencia de iones 
metálicos con una concentración final de 2 mM, todos en forma de cloruros. Los valores 





Control 100.0 ± 4.7 
CaCl2 91.4 ± 3.4 
MnCl2 109.6 ± 4.3 
NaCl 85.9 ± 2.8 
KCl 127.2 ± 2.0 
AlCl3 0.9 ± 0.1 
ZnCl3 99.9 ± 4.2 
MgCl2 136.7 ± 4.0 
FeCl3 3.5 ± 1.3 
 
 
El pH óptimo de la dextransacarasa IBUN 91.2.98. (pH: 5) se encuentra dentro del 9,3% 
de las enzimas dextransacarasas reportadas; el pH: 5.2 es el más común de todas con el 
40.6%.  
 
4.3.6 Temperatura óptima y estabilidad de la dextransacarasa con respecto a la 
temperatura. 
 
La dextransacarasa de L mesenteroides IBUN 91.2.98. mostró una temperatura optima 
de 30 
o
C; la desnaturalización de la enzima ocurre sobre los 40 
o
C donde su actividad 
disminuye un 86,8%; la enzima presentó una energía de activación (Ea) de 22,6 KJ/mol; 
ver figura 4-8. magnitud menor que la reportada para las dextransacarasas de L. 
mesenteroides NRRL B–1299 y L. mesenteroides NRRL B-512F, con 47 y 44 kJ/mol 
respectivamente (26).La enzima presentó una baja estabilidad con respecto a la 
temperatura, a valores mayores de 20 
o
C disminuye su actividad en 0,73 y 1,52% por 
minuto de exposición a 30 y 40 
o








Figura 4-7. Efecto del pH sobre la actividad y estabilidad enzimática de la dextransacarasa de 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. a: Efecto del pH sobre la actividad enzimática, 
(±DS): 2,39. b: Efecto del pH sobre la estabilidad de la enzima, −Δ−: Tiempo de exposición: 20 
min, (±DS): 1,88; −□−: Tiempo de exposición: 40 min, (±DS): 3,19; −◇−: Tiempo de 
exposición: 80 min, (±DS): 2,60. Los ensayos fueron efectuados exponiendo la dextransacarasa 
a las diferentes valores de pH en los tiempos de 20, 40 y 80 minutos; posterior a esto se realizó 
ensayos de actividad enzimática a una temperatura de 30 
o
C, con 50mM de buffer fosfatos, pH: 
5, conteniendo 233 mM (8% p/v) de sacarosa como sustrato. Los valores expresados (±DS) son 




























































4.3.7  Identificación de la enzima por mapeo peptídico 
 
En el análisis por espectrofotometría de masas (MS) de la dextransacarasa IBUN 
91.2.98. se logró identificar una señal (m/z=2036.8) cuya secuencia es: 
−GEFINADGDTFYTSATDGR− , dicho fragmento se encuentra presente solo en la 
proteína identificada como:“dextransacarasa DsrD”; se encontró un 25% de homología 
con esta proteína. El gen estructural de la enzima dextransacarasa DsrD fue aislado de la 
cepa Leuconostoc mesenteroides Lcc4 (36), con una masa molecular calculada de 165 
KDa fue clonada y expresada en lactococcus lactisMG1363, lográndose su producción 
constitutiva. 
 
En el espectro de MS de la dextransacarasa IBUN 91.2.98. se detectó una señal 
(m/z=1599.8) correspondiente a la secuencia –YYFEPGSGNLAILR− la cual solo está 
presente en las proteínas de la familia glucosil- hidrolasas 70 (GH70) las cuales 
presentan fragmentos repetitivos de –YG− cuya funcionalidad se encuentra relacionada 
con la adhesión y estabilidad de la enzima con el polímero producto de la reacción 
enzimática.  
Se calculó una masa molecular de 170,1 KDa coincidiendo con lo obtenido en los 
análisis electroforéticos; igualmente se calculó su punto isoelectríco (pI) de. 4.28; 
mediante isoelectroenfoque se obtuvo un valor de 4.2, muy cercano al calculado por 


















Figura 4-8. Determinación de la energía de activación (Ea) de la Dextransacarasa de 
Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. Arrhenius: lnV=LnK-(Ea/R)*(1/T). Ea: 22,6 





















Figura 4-9. Efecto de la temperatura sobre la actividad y estabilidad enzimática de la 
dextransacarasa de Leuconostoc mesenteroides IBUN 91.2.98. a: Efecto de la temperatura sobre 
la actividad enzimática, (±DS): 2,36. b: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de la 
enzima, −◇−: Tiempo de exposición: 20 min, (±DS): 2,61; −□−: Tiempo de exposición: 40 min, 
(±DS): 3,19; −○−: Tiempo de exposición: 80 min, (±DS): 2,66. Los ensayos fueron efectuados 
exponiendo la dextransacarasa a las diferentes temperaturas en los tiempos de 20, 40 y 80 
minutos; posterior a esto se realizó ensayos de actividad enzimática a una temperatura de 30 
o
C, 
con 50mM de buffer fosfatos, pH: 5, conteniendo 233 mM (8% p/v) de sacarosa como sustrato. 



































































4.3.8  Conclusiones 
 
Como producto de la caracterización de la enzima dextransacarasa de L. mesenteroides 
IBUN 91.2.98. se evidenció una elevada actividad enzimática (6.9 U/ml) en altas 
concentraciones sustrato, junto con su alta estabilidad al pH y temperaturas en tiempos 





parcialmente por iones Ca
+2
, son características diferenciadoras a otras dextransacarasas 
reportadas. 
 
La enzima fue clasificada como una glucosil-hidrolasa (GH) perteneciente a la familia 
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El método original de Lowry para cuantificar proteína fue la primera metodología 
descrita en la mayoría de publicaciones de bioquímica (Lowry et al., 1951). Este ensayo 
es un método colorimétrico basado en la formación de complejos entre los iones 
cúpricos y las proteínas, los iones cúpricos reducen el reactivo Folin-Ciocalteau a un 
complejo fosfomolibdico-fosfotungstato, para producir un color azul intenso. El método 
se desarrolla en condiciones alcalinas. Este ensayo ha sido investigado varias veces y en 
algunas ha sido mejorado. La mayoría de estos estudios fueron diseñados para discernir 
que algunos compuestos presentan interferencia con el ensayo y además se encontró que 





Tiempo requerido: 30 min. 
Ventajas: 
Método confiable para cuantificar proteínas. 
Pequeñas variaciones entre diferentes proteínas. 
Produce una mejor intensidad en el color (Incrementa la sensibilidad) 
Mantiene una respuesta lineal en un amplio rango de concentraciones 
El método usa tres reactivos a diferencia de los cinco reactivos. 
La formulación de reactivos es estable a su almacenamiento. 
Es menos laborioso que el ensayo original de Lowry. 
Desventajas: 
Algunas sustancias presentan interferencias 
Baja velocidad de reacción 
Las proteínas se desnaturalizan irreversiblemente. 
 




Albumina sérica de bovino (BSA) 








1. Sodio potasio tartrato. 4H2O  2 g (7 mM) 
2. Na2CO3    100 g (0.81 M) 
3. NaOH 1N    500 ml (0.5 N) 
4. Água destilada   aforar a 1 Litro 
Almacenar  de 2 a 3 meses a temperatura ambiente en un envase plástico. 
 
Solución B. 
1. Sodio potasio tartrato. 4H2O  2 g (70 mM) 
2. CuSO4.5H2O    1 g (40 mM) 
3. Água destilada   90 ml 
4. NaOH 1N    10 ml   
Almacenar  de 2 a 3 meses a temperatura ambiente en un envase plástico. 
 
Solución C. 
      Diluir 1 volumen del reactivo Folin-Ciocalteau con 15 volúmenes de agua 
 
Curva de calibración 
La curva de calibración se realiza por triplicado, con el siguiente procedimiento: 
1. Preparar una solución stock de albúmina sérica de bovino de 1 mg/ml. 
2. Preparar soluciones de concentraciones entre 0.05–0.3 mg/ml con la solución stock 
y completar con agua destilada a 1000 µl. 
3. Adicionar 900 µl. de la solución A, agitar y esperar 10 min. 
4. Adicionar 100 µl. de la solución B, agitar y esperar 10 min. 
5. Preparar la solución C, la solución debe ser fresca (2 min. antes). 
6. Adicionar 3 ml de la solución C, agitar y esperar 10 min. 
7. Leer absorbancia a 650 nm y graficar Absorbancia Vs contenido de proteína 
(mg/ml). 
 




Absorbancia (650 nm) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio 
1 0,05 0,239 0,24 0,27 0,2497 
2 0,1 0,438 0,419 0,455 0,4373 
3 0,15 0,593 0,617 0,62 0,6100 
4 0,2 0,738 0,711 0,735 0,7280 

















Determinación de proteína por absorbancia a 280 nm. 
 
La absorción UV es quizás el método más simple para determinar la concentración de 
proteína en solución. La absorción para proteínas ocurre a 280 nm, debido los 
aminoácidos aromáticos de las proteínas como el triptófano, tirosina y fenilalanina. La 




Tiempo requerido: pocos minutos 
Ventajas: 
Rápido. 
Las proteínas no se desnaturalizan. 
 
Desventajas: 
No cuantifica estrictamente, ya que este ensayo se basa en la fuerte absorbancia 
de los aminoácidos; triptófano, tirosina y fenilalanina. 
Diferentes proteínas pueden tener una amplia variación en los coeficientes de 
extinción ó coeficiente de absorción; si una proteína no contiene aminoácidos 
aromáticos, no será detectada. 
Este ensayo es adecuado para extractos crudos de proteínas. 
fuerte interferencia con ácidos nucleicos. 
Rango de sensibilidad: 0.2 – 2.0 mg/ml 
 
Reactivos 
Buffer de experimento (como blanco) 
 
Curva de calibración 
 
La curva de calibración se realiza por triplicado, con el siguiente procedimiento: 
1. Preparar una solución stock de albúmina sérica de bovino de 1 mg/ml. 
2. Preparar soluciones de concentraciones entre 0.2–1.0 mg/ml con la solución stock y 
completar con agua destilada a 1000 l. 
3. Leer absorbancia a 280 nm.  
4. Graficar Absorbancia Vs contenido de proteína (mg/ml). 
5.  
 Tabla B-1. Curva de calibración absorbancia – proteína  
Proteína Stock Agua Absorbancia (280 nm) Promedio 
(mg/ml) (µl) (µl) A B C X 
Blanco 0 1000 0 0 0 0 
0,20 200 800 0,122 0,125 0,12 0,122 
0,40 400 600 0,256 0,255 0,257 0,256 
0,60 600 400 0,386 0,389 0,39 0,388 
0,80 800 200 0,527 0,528 0,525 0,527 




















Método colorimétrico para la determinación de azúcares reductores (DNS). 
 
Los azucares reductores pueden ser medidos por medio del reactivo ácido 3,5 
dinitrosalicílico. Este ácido se reduce en medio básico y la glucosa es oxidada a ácido 
glucónico, mediante la siguiente reacción:  




NaOH.      1.6 g 
Sodio potasio tartrato. 4H2O (Sal Rochelle)  30 g. 
Ácido 3,5 dinitrosalicílico (DNS).   1 g. 
Agua destilada, completar a 100 ml 
 
Curva de calibración 
 
1. La curva de calibración se realiza por triplicado, con el siguiente procedimiento: 
2. Preparar una solución stock de fructosa como azúcar reductor de 2 mg/ml. 
3. Preparar soluciones de concentraciones entre 0.2–1.7 mg/ml con la solución stock y 
completar con agua destilada a 500 µl. 
4. Adicionar 500 µl de la solución A y agitar las muestras 
5. Colocar los tubos en ebullición por 5 minutos utilizando un vaso de precipitado 
6. Permitir que las muestras se enfríen. 
7. Adicionar a cada tubo 5 ml de agua destilada. 
8. Agitar y dejar en reposo por 15 min. 
















Absorbancia (540 nm) 
Ensayo 1 Ensayo 2 Ensayo 3 Promedio 
      1 0,2 0,102 0,125 0,116 0,1143 
2 0,5 0,303 0,3 0,295 0,2993 
3 0,8 0,487 0,495 0,495 0,4923 
4 1,1 0,619 0,62 0,625 0,6213 
6 1,4 0,779 0,783 0,794 0,7853 
5 1,7 0,917 0,937 0,954 0,9360 
 































Método colorimétrico para la determinación de glucosa (kit GOD-POD). 
 
Principio 
Para cuantificar la concentración de glucosa en las muestras se requiere de un conjunto 
de enzimas que se utilizan para determinar la glucosa presente en sangre y otros líquidos 




1. Solución estándar de glucosa de 1 mg/ml 
2. Solución reactiva A 
 Glucosa oxidasa (GOD)     10 kU/l 
 Peroxidasa (POD)     1 kU/l 
 Solución 4-aminofenazona (4-AF) 0.5 mM 
 Buffer fosfatos 100 mM pH 7.0, el caul contiene hidroxibenzoato 12 mM. 
 
El esquema de reacción es el siguiente: 
roja aquinonimin    zoatohidroxiben -4    AF-4    OH 2










La quinonimina es un tinte rojo que adquiere gran intensidad con la concentración de 
glucosa, absorbe a 510 nm. La intensidad de color es directamente proporcional a la 





1. Preparar una solución de glucosa analítica de una concentración de 0.1mg/ml ó a 
partir de un estándar comercial (1 mg/ml) realizar una dilución 1:10 con agua 
destilada desionizada, para obtener una concentración de 0.1mg/ml. 
2. Pipetear máximo 100 µl de muestra. 
3. Completar 100 µl con agua destilada y tener en cuenta la dilución. 
4. Adicionar 1000 µl de la solución reactiva A y agitar las muestras. 
5. Incubar las muestras a 37 ºC por 30 min. 







Tabla D-1. Solucion GOD PAD para determinación de glucosa 
Muestras 
Muestra Agua Solución 
Problema (µl) (µl) Reactiva (µl) 
Blanco 0 100 1000 
Estándar (0,1 mg/ml) 0 100 1000 






































Determinación de actividad enzimática dextransacarasa 
 
Una unidad de actividad enzimática (U) dextransacarasa se definió como la cantidad de 
enzima necesaria para transferir 1µmol de glucosa por minuto a una temperatura de 
30°C, con 233 mM (8% p/v) de sacarosa como sustrato a pH: 5,0 utilizando buffer 













Vaso de precipitado 500 ml. 
Flotador para microtubos. 
Microtubos (ependorf). 
Micro pipetas de volumen variable; 5000 µl, 1000µl, 200 µl y 50 µl. 




1. Sustrato: Preparar 50 ml de una solución buffer fosfatos 50 mM pH 5, con una 
concentración de sacarosa de 160 mg/ml (16 % p/v). Marcar y almacenar en 
congelación.  
2. Reactivo DNS (anexo C). 
3. Reactivo glucosa (Kit GOD-POD) (anexo D) 
4. Extracto crudo o sobrenadante: Producto obtenido después de la separación celular 




1. Adicionar 2 ml de solución sacarosa (160 mg/ml) con Buffer fosfatos 50 mM pH 
5.en un vial  para colocarlo en un reactor enchaquetado de vidrio, a una temperatura 
de 30ºC con agitación magnética y  temperar por 5 min con un baño de 
recirculación.  
104 
2. Transcurrido este tiempo, adicionar 2 ml de extracto crudo al vial, cronometrar 
tomando como tiempo cero el momento de adición del extracto crudo que contiene 
la enzima. 






Inactivación de las muestras: 
 
4. Con una micropipeta tomar una alícuota de 200 µl de la reacción en un microtubo de 
1.5 ml (eppendorf). Tapar muy bien e inactivar inmediatamente sumergiéndolo en 
agua a ebullición por 5 min.  
5. Paralelamente, a medida que marcha la reacción enzimática, hay un aumento de 
viscosidad, lo que puede dificultar la toma de la muestra, para ello se recomienda 
realizar  un pequeño corte a la punta, permitiendo una mejor succión. 
 
Homogenización de las muestras: 
 
1. Centrifugar los microtubos a 14.000 rpm por 1 min para arrastrar las pequeñas gotas 




1. Preparar en una gradilla 7 tubos de ensayo cada uno con 525 µl de agua destilada En 
otra gradilla colocar 10 tubos, cada uno con 50 µl de agua destilada. 
2. La gradilla que contiene los 7 tubos marcarla como “tubos para DNS” y cada tubo 
marcarlo como; Blanco, 0, 10, 20, 30, 40 y 50. 
3. La gradilla que contiene los 10 tubos marcarla como “tubos para Glucosa” y cada 
tubo marcarlo como; Blanco, 0, 10, 20, 30, 40, 50, Dilución del estándar (DS) y 
estándar (E). 
4. Adicionar 25 µl del contenido del microtubo (reacción enzimática inactivada) al 
tubo correspondiente en la gradilla “tubos para DNS”, procurando no desalojar la 
muestra en las paredes, sino depositarla en el fondo. La dilución de esta muestra es 
de 1:22 y debe ser agitada en un vortex. 
5. Tomar 50 µl de cada tubo de la gradilla “tubos para DNS” y adicionarlos a sus 
respectivos tubos de la gradilla “tubos para glucosa”. La dilución de esta muestra es 
de 1:44 y debe ser agitada en un vortex. 
2 ml de solución sacarosa 
(160 mg/ml) con Buffer 
fosfatos 50 mM pH 5. 




Realizar el procedimiento indicado en el anexo E para la determinación de la 
concentración de azúcares reductores (método DNS) para la determinación de la 
concentración de glucosa (método enzimático GOD-POD). 
 
Cálculos: 
Calcular la concentración de azucares reductores (DNS) utilizando su respectiva curva 
de calibración y la concentración de glucosa (método enzimático GOD-POD) utilizando 
el estándar. Ambos cálculos se expresan en mg/ml para cada uno de los tiempos, 
teniendo presente la dilución del DNS como 1:22 y la del KIT como 1:44, la cual debe 
ser multiplicada. 
 
1. De la curva de calibración del análisis DNS se obtuvo una función lineal  
2. Las muestras en el tiempo cero para ambos ensayos DNS y KIT representan el 
background de la muestra problema (extracto crudo, extracto dializado ó enzima 
purificada). Este valor debe ser restado de las demás muestra (10, 20, 30, 40 y 50) 
para garantizar resultados únicamente por la acción de la enzima, como se ilustra en 
la siguientes tablas: 
3. Realizar los gráficos de DNS-KIT (fructosa de hidrólisis) y DNS-2KIT (Glucosa 
transferida). 
4. El grafico DNS-KIT representa la actividad hidrolítica. 
5. El grafico DNS-2KIT representa la actividad de transferencia. 
6. La actividad enzimática se expresa durante la velocidad inicial de reacción, por 
consiguiente se debe establecer el tiempo más apropiado para calcular la pendiente, 
en este caso, los primeros 40 min. son suficientes. 
7. Linealizar la gratifica y calcular su respectiva pendiente en unidades (mg/(ml*min). 
8. El valor de las unidades de actividad se hallan utilizando un factor de conversión 
para expresarlas en U/ml. A su vez la pendiente y el factor de conversión deben ser 
multiplicados por la dilución inicial de la reacción (1:2).  
 




































Actividad de transferencia (U/ml) 
Dilución
mmol
mol
mg
mmol
ml
mgKITDNS
*
1
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*
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1
*
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